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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE IN CILJEV 
Živčni sistem sesalcev, katerega delovanje temelji na komunikaciji med milijardami 
različnih celic, sestavljajo nevroni, astrociti, oligodendrociti in celice mikroglije. 
Astrociti so številne in heterogene celice glije, ki sodelujejo v prenosu informacij in 
vzdržujejo homeostazo v možganih (Parpura in sod., 1994; Oberheim in sod., 2012). 
Astrociti tako uravnavajo koncentracijo zunajceličnih ionov, živčnih prenašalcev in 
glukoze, uravnavajo delovanje krvno-možgansko pregrade, zagotavljajo strukturno 
podporo sinapsam, nudijo metabolno podporo nevronom, usmerjajo nevrogenezo, 
izločajo nevrotrofične dejavnike ter odstranjujejo živčne prenašalce in druge molekule iz 
medceličnine in sinaps (Wang in Bordey, 2008; Parpura in sod., 2012; Stogsdill in sod., 
2017).  
1.1 ASTROCITI V MEDCELIČNI KOMUNIKACIJI 
Komunikacija astrocitov s krvno-možgansko pregrado, nevroni in drugimi celicami lahko 
poteka z uravnavano eksocitozo prenašalcev glije (angl. »gliotransmitters«) (Parpura in 
sod., 2012; Stobart in Anderson, 2013). Sproščeni prenašalci lahko vplivajo na sosednje 
celice (parakrino delovanje) ali na isto celico (avtokrino delovanje) (Parpura in sod., 
2012). Prenašalci glije so lastne signalne molekule astrocitov, kot so aminokisline 
(glutamat, ᴅ-serin, GABA), nukleotidi (ATP), peptidi (atrijski natriuretični peptid, 
BDNF, TNFα, sekretogranin II, kromogranin) ter eikozanoidi, kot so prostaglandini 
(Parpura in Zorec, 2010; Oberheim in sod., 2012; Zorec in sod., 2012; Vardjan in Zorec, 
2015). V prvem odkritju uravnavanega izločanja prenašalcev glije so pokazali, da 
glutamat, ki ga izločijo astrociti izzove povečanje znotrajcelične koncentracije prostih 
kalcijevih ionov [Ca2+]i v sosednjih nevronih (Parpura in sod., 1994). To odkritje je odprlo 
nov pogled na medcelično komunikacijo v možganih in privedlo do oblikovanja zamisli 
o t.i. tripartitni sinapsi (Araque in sod., 1999) v kateri, poleg pre- in post-sinaptičnega 
nevrona, deluje tudi peri-sinaptični astrocit, ki so-uravnava sinaptično aktivnost in 
plastičnost.  
Izločanje signalnih molekul skladiščenih v svetlini mešičkov praviloma poteče po zlitju 
membrane sekrecijskih mešičkov s plazmalemo. Uravnavanje tega procesa je temelj 
medcelične komunikacije v možganih (Martin, 1997) in uravnavano izločanje molekul iz 
astrocitnih mešičkov je odvisno od povečane [Ca2+]i (Zorec in sod., 2012). Astrociti lahko 
detektirajo sproščene signalne molekule iz sosednjih celic in se nanje odzovejo z 
izločanjem prenašalcev glije (Vardjan in Zorec, 2015), kar omogoča dvosmerno 
komunikacijo med nevroni in astrociti ter vpliva na prenos informacij in sinaptično 
plastičnost (Zorec in sod., 2012). Poleg fiziološke vloge igrajo astrociti pomembno vlogo 
tudi v vnetnih in v nevrodegenerativnih procesih, v katerih bodisi izločajo, bodisi 
privzemajo molekule iz zunajceličnega okolja (Parpura in sod., 2012).  
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1.2 SKLOPLJENA PROCESA EKSO- IN ENDOCITOZE 
Osrednjo vlogo v medcelični komunikaciji v možganih igrata sklopljena procesa ekso- in 
endocitoze (Ales in sod., 1999; Elhamdani in sod., 2006; Wu in sod., 2013). Eksocitozi 
navadno sledi endocitoza in/ali recikliranje membrane mešička (Sudhof, 2004), ki je 
verjetno temeljni mehanizem za zagotavljanje zadostne zaloge sekrecijskih mešičkov, saj 
je de novo izgradnja mešičkov prepočasna za učinkovito podpiranje sinaptične transmisije 
(Palfrey in Artalejo, 1998). Sekrecijski mešički se tako s plazmalemo pogosto ne zlijejo 
popolnoma, ampak se po fuziji ponovno odcepijo od plazmaleme in internalizirajo v 
citosol (Taraska in sod., 2003). Med prehodnim zlitjem membran se tako ohrani oblika 
mešička, ki se lahko ponovno odcepi od plazmaleme (Holroyd in sod., 2002; Aravanis in 
sod., 2003). Prehodno zlitje mešička je tesno povezano s posebnim načinom »hitre 
endocitoze« (Artalejo in sod., 2002; Elhamdani in sod., 2006), ki se razlikuje od klasične, 
počasne s klatrinom posredovane endocitoze (Wu in sod., 2013), saj omogoča ohranjanje 
oblike in lipidno-proteinske sestave membrane mešička (Palfrey in Artalejo, 1998).  
Endocitoza ali recikliranje membrane mešička lahko poteka na tri načine (Sudhof, 2004). 
Po zlitju mešička s plazmalemo nastane fuzijska pora in mešiček lahko: i) ostane pripet 
na plazmalemo (angl. »kiss-and-stay«), ii) se odcepi od plazmaleme in lokalno reciklira 
v citosol (angl. »kiss-and-run«), iii) se odcepi z endocitozo, posredovano s klatrinom in 
preide skozi endosomski membranski intermediat. Prvi dve alternativi hitrega recikliranja 
sta verjetno povezani z nastankom reverzibilne fuzijske pore, medtem ko je počasno 
recikliranje verjetno povezano z ireverzibilnim, popolnim zlitjem mešička s plazmalemo. 
Tako je dinamika fuzijske pore po vsej verjetnosti ključnega pomena tudi za potek 
endocitoze (Sudhof, 2004), saj fuzijska pora nastane tako pri zlitju kot pri cepitvi 
mešičkov (t.i. »fisijska pora«), čeprav so njene lastnosti med endocitozo le malo raziskane 
(Cabeza in sod., 2010). Kljub temu, da je uravnavanje prehodnega zlivanja in recikliranje 
mešičkov ključnega pomena za sinaptično plastičnost (Zakharenko in sod., 2002; Harata 
in sod., 2006; Smith in sod., 2008), sta endocitoza in recikliranje mešičkov v astrocitih 
malo raziskana procesa (Marchaland in sod., 2008; Jiang in Chen, 2009).  
1.2.1 Endocitoza 
Endocitoza je temeljni proces evkariontskih celic, ki omogoča privzem zunajceličnih 
molekul (Mayor in Pagano, 2007), hranilnih snovi in internalizacijo receptorjev v celico 
(Qualmann in Kessels, 2002). Endocitoza je pomembna tudi za vzdrževanje sinaptične 
aktivnosti, saj omogoča recikliranje sinaptičnih mešičkov in preprečuje njihovo 
pomanjkanje v predelu sinaps (Wu in Wu, 2007). Endocitoza in recikliranje mešičkov sta 
raziskana predvsem v nevronih (Rosenboom in Lindau, 1994; Cousin in Robinson, 2001; 
Newton in sod., 2006; Leitz in Kavalali, 2011; Watanabe in sod., 2013), manj pa je 
znanega o endocitozi v astrocitih (Marchaland in sod., 2008; Jiang in Chen, 2009). Vlogo 
 
Lasič E. Uravnavanje elementarnih dogodkov eksocitoze in endocitoze v astrocitih v kulturi. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
3 
 
endocitoze v astrocitih so dokazali pri translokaciji makromolekul do drugih celic 
(Juurlink in Devon, 1990) in v interakcijah med nevroni in astrociti med razvojem 
možganov (Megias in sod., 2000). Kljub temu, da je razumevanje ekso- in endocitoze v 
astrocitih ključnega pomena za razumevanje medcelične komunikacije v možganih 
(Marchaland in sod., 2008), so le maloštevilne raziskave proučevale endocitotski sistem 
v astrocitih (Megias in sod., 2000). Zgolj nekaj raziskav na astrocitih je pokazalo vlogo 
dinamina v internalizaciji glutamatnega transporterja 1 (Zhou in Sutherland, 2004), α-
sinukleina (Lee in sod., 2010a) in angiogenina (Skorupa in sod., 2012).  
1.3 DINAMIN 
Dinamin je GTPaza z mehanokemičnim in katalitskim delovanjem, ki oligomerizira okoli 
membranskega vratu mešička in omogoča njegovo zoženje ter cepitev mešička od 
plazmaleme (Schmid in Frolov, 2011). Po inhibiciji dinamina mešički ostanejo pritrjeni 
na plazmalemo, kar prepreči njihovo recikliranje ter nadaljnje izločanje prenašalcev 
(Elhamdani in sod., 2001). Čedalje več raziskav kaže na to, da dinamin ne sodeluje zgolj 
v klasični endocitozi, temveč tudi v prehodnem zlitju mešičkov oz. v hitri endocitozi 
(Artalejo in sod., 1997; Artalejo in sod., 2002; Elhamdani in sod., 2006), ki poteka 
neodvisno od klatrina (Tsuboi in sod., 2004). V navedenih primerih se dinamin rekrutira 
na mesta, kjer poteče eksocitotsko zlitje mešička s plazmalemo, medtem ko klatrin in 
epsin (proteina udeležena v klasični endocitozi) nista prisotna na teh mestih. Dinamin je 
prisoten na sekrecijskih granulah in domnevno sklopi eksocitozo z endocitozo tako, da 
poveže mrežo proteinov, ki zaporedno prožijo sidranje in zlivanje mešička s plazmalemo 
ter hitro cepitev mešička od plazmaleme (Galas in sod., 2000). V preteklosti so pokazali, 
da je dinamin vpleten v uravnavanju cepitve sekrecijskega mešička med prehodnim 
zlitjem v nevroendokrinih celicah (Holroyd in sod., 2002; Ryan, 2003). Delovanje 
dinamina je odvisno tudi od ukrivljenosti membrane, saj različne izooblike dinamina 
lahko zaznavajo in tudi generirajo ukrivljenost membrane (Liu in sod., 2011). Zaradi 
visoke afinitete do ukrivljenih membran, ki nastanejo po zlitju mešičkov s plazmalemo, 
lahko dinamin uravnava post-fuzijske eksocitotske dogodke (Anantharam in sod., 2011). 
Dinamin je tako vpleten tudi v recikliranje sinaptičnih mešičkov in vzdrževanje 
sinaptičnega prenosa v možganih (Newton in sod., 2006; Gonzalez-Jamett in sod., 2014).  
Uravnavanje »fisijske pore«, ki nastane pred cepitvijo mešička od plazmaleme se tudi zdi 
pomembno za razumevanje eksocitotskega izločanja prenašalcev. Pogosto uporabljeni 
termin »prehodno zlivanje« oz. »kiss-and-run« je tako lahko vprašljiv, saj je omenjeni 
proces močno uravnavan in ni nujno zgolj obraten procesu zlivanja (Palfrey in Artalejo, 
1998; Holroyd in sod., 2002). Mehanizmi uravnavanja fuzijske pore tako še vedno niso 
popolnoma pojasnjeni (Chan in sod., 2010). Nekatere novejše raziskave kažejo, da igra 
dinamin vlogo pri širjenju fuzijske pore (Chan in sod., 2010; Samasilp in sod., 2014) in s 
tem v eksocitotskem izločanju prenašalcev v možganih (Gonzalez-Jamett in sod., 2014). 
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1.3.1 Vloga dinamina v eksocitozi 
Čeprav je vloga dinamina v uravnavanju dogodkov endocitoze v splošnem poznana, 
novejše raziskave kažejo, da igra vlogo tudi v uravnavanju post-fuzijskih dogodkov 
eksocitoze. Zaradi velike afinitete do ukrivljenih struktur membrane, ki nastanejo po 
zlitju mešička s plazmalemo, lahko dinamin uravnava eksocitotsko izločanje 
(Anantharam in sod., 2011). Nekatere raziskave tako kažejo, da dinamin uravnava 
kinetiko in širino fuzijske pore ter s tem vpliva na količino sproščenega prenašalca iz 
mešičkov (Fulop in sod., 2008; Jackson in sod., 2015).  
Po eni od razlag, dinamin zapre prehodno fuzijsko poro mešička in tako prekine izločanje 
iz mešička (Graham in sod., 2002). Izražanje mutant dinamina (K44E in K535A) podaljša 
čas odprte fuzijske pore in povzroči več popolnih fuzij (Tsuboi in sod., 2004), medtem 
ko inhibicija dinamina (s transfeciranim peptidom Dyn ali PP-19) ne povzroči popolne 
fuzije, ampak le zadrži mešičke na plazmalemi v Ω-konfiguraciji (Fulop in sod., 2008). 
Amperometrične raziskave so razkrile, da dinamin vpliva na kasnejšo fazo eksocitoze in 
da inhibicija dinamina podaljša trajanje dogodkov eksocitoze ter poveča izločanje 
kateholaminov (Gonzalez-Jamett in sod., 2010). Čeprav je bilo opaženo, da dinamin 
favorizira in pospeši zapiranje fuzijske pore ter omeji izločanje vsebine meiščka, je bilo 
hkrati opaženo, da dinamin tudi pospeši razširjanje fuzijske pore (Gonzalez-Jamett in 
sod., 2013). Ugotovitev, da inhibicija dinamina upočasni razširjanje fuzijske pore 
(Gonzalez-Jamett in sod., 2013) je v skladu z drugimi raziskavami, ki so pokazale, da 
aktivacija dinamina pospeši razširjanje fuzijske pore (Anantharam in sod., 2011) in da 
inhibicija dinamina prepreči širjenje fuzijske pore in tako zmanjša izločanje 
kateholaminov (Samasilp in sod., 2012). Z amperometričnimi meritvami so ugotovili, da 
inhibicija dinamina izzove pojavljanje kratkotrajnejših in manjših eksocitotskih tokovnih 
sunkov v signalu (Trouillon in Ewing, 2013), torej, da povzroči zožitev fuzijske pore in 
skrajša čas njenega odprtega stanja. Amperometrične raziskave kažejo, da nasprotno od 
vloge, ki jo ima dinamin med endocitozo, med eksocitozo prispeva k širjenju in 
stabilizaciji fuzijske pore, morda tako, da deluje kot strukturna opora in omogoča večje 
dogodke eksocitotskega izločanja vsebine. S pomočjo farmakoloških modulatorjev 
aktivnosti dinamina so pokazali, da inhibitorja Dynole-34-2 in Dyngo-4a zmanjšata 
izločanje, medtem ko aktivator Ryngo-1-23 poveča izločanje kateholaminov iz 
posameznih mešičkov (Jackson in sod., 2015).  
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1.4 URAVNAVANJE FUZIJSKE PORE 
1.4.1 Modulatorji dinamina 
Permeabilni farmakološki modulatorji aktivnosti dinamina z majhno molekulsko maso so 
prikladna molekulska orodja za raziskovanje od dinamina odvisne endocitoze, saj 
omogočajo proučevanje hitrih učinkov, ki jih alternativne metode, kot so izražanje 
dinaminskih mutant ali interferenčne RNK ne omogočajo (Hill in sod., 2009). 
Modulatorji ne vplivajo na ekspresijo proteina, vendar akutno (v nekaj minutah) 
modulirajo aktivnost endogeno izraženega proteina tako, da se kompetitivno vežejo na 
vezavna mesta za ligande ali pa povzročijo spremembe konformacije proteina. Zaradi 
vezave na specifične proteinske domene ne inhibirajo vseh funkcij proteina in omogočajo 
proučevanje specifičnih procesov (Robertson in sod., 2014). 
Dynole-34-2 je modulator dinamina, ki inhibira aktivnost dinaminske GTPaze tako, da se 
veže na kompleks med encimom (dinaminom) in substratom (GTP) (Hill in sod., 2009) 
ter zmanjša oligomerizacijo dinamina (Gu in sod., 2014). Drugi inhibitor je Dyngo-4a, ki 
deluje na alosteričnem mestu v G-domeni dinamina in inhibira vijačno sestavljeni 
dinamin (McCluskey in sod., 2013; Robertson in sod., 2014). Inhibitorja Dynole in 
Dyngo ne vplivata na viabilnost celic (Hill in sod., 2009; McCluskey in sod., 2013), imata 
podobne vrednosti IC50 (polovična maksimalna inhibitorna koncentracija) za endocitozo: 
5,0±0,9 (Dynole) in 5,7±1,0 µM (Dyngo) ter delujeta na obe izoobliki dinamina - I in II 
(Robertson in sod., 2014). Tretji modulator dinamina je Ryngo-1-23 (Odell in sod., 2009), 
ki pospešuje oligomerizacijo dinamina (bazalno GTPazno aktivnost dinamina) v celicah 
(Gu in sod., 2014). Dynole, Dyngo in Ryngo delujejo preko različnih mehanizmov na isti 
tarčni protein v endocitotski poti. Njihova skupna uporaba tako lahko pripomore k 
boljšemu razumevanju mehanizmov od dinamina odvisne endocitoze (McCluskey in 
sod., 2013). Dobra praksa narekuje uporabo različnih molekulskih inhibitorjev z 
različnimi mehanizmi delovanja za boljše razumevanje tarčno specifičnih procesov 
(McCluskey in sod., 2013; Robertson in sod., 2014). Dynole, Dyngo in Ryngo so razvili 
na podlagi različnih kemijskih struktur, zato lahko primerjava učinkov vseh treh 
modulatorjev minimalizira potencialne tarčno nespecifične vplive na preiskovane celice 
(Robertson in sod., 2014). Modulatorje dinamina smo zato izbrali kot kritično molekulsko 
orodje za raziskovanje vpliva dinamina na fuzijsko poro mešičkov v astrocitih.  
1.4.2 Ketamin 
Na proces ekso-/endocitoze mešičkov vplivajo tudi druge molekule, vključno z 
nekaterimi anestetiki, ki lahko izzovejo zlivanje membran (Nguyen in sod., 2009). Med 
slednjim pride do mešanja dveh lipidnih dvoslojev, zaradi česar nastane začasna motnja 
oz. nered v lipidnem dvosloju, ki je energijsko neugoden (Mondal Roy in Sarkar, 2011). 
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Anestetiki z majhno molekulsko maso lahko delujejo »fuzogeno«, saj vplivajo na mešanje 
in prerazporeditev lipidov v membrani (destabilizirajo lipidni dvosloj) in pripomorejo k 
nastanku fuzijske pore (Nguyen in sod., 2009). Ketamin je lipofilen anestetik, ki je 
dodatno vzbudil pozornost raziskovalcev zaradi hitrih in dolgotrajnih antidepresivnih 
(Autry in sod., 2011; Zunszain in sod., 2013) ter psihotomimetskih učinkov. 
Razumevanje celičnih mehanizmov delovanja ketamina bo dolgoročno omogočilo razvoj 
sorodnih, a bolj varnih, učinkovin s primerljivim antidepresivnim učinkom (Zunszain in 
sod., 2013; Nosyreva in sod., 2014).  
Antidepresiven učinek ketamina je povezan s plastičnostjo sinaps, a natančen mehanizem 
njegovega delovanja še ni pojasnjen (Nosyreva in sod., 2013). Ketamin je antagonist 
NMDAR (N-metil-D-aspartatnega receptorja) (Mitterauer, 2012; Zunszain in sod., 2013). 
Njegovi učinki so, za razliko od učinkov klasičnih antidepresivov, takojšnji in dolgotrajni 
(Henderson, 2016). Hiter učinek ketamina nakazuje na temeljno drugačen mehanizem 
delovanja, ki lahko akutno spremeni sinaptično aktivnost (Kavalali in Monteggia, 2015). 
Hitri antidepresivni učinek ketamina je odvisen od hitre sinteze BDNF zaradi de-supresije 
prepisovanja gena za BDNF (Autry in sod., 2011), ki verjetno deluje kot akutni modulator 
sinaptičnega prenosa in nevronske plastičnosti (Haubensak in sod., 1998; Lessmann in 
Brigadski, 2009; Murray in Holmes, 2011). Nevrotrofični dejavniki uravnavajo razvoj in 
preživetje nevronov (Lessmann in Brigadski, 2009) in BDNF igra vlogo pri razvoju 
depresije (Zunszain in sod., 2013). BDNF se sprosti iz celic z uravnavano eksocitozo 
(Lessmann in Brigadski, 2009). BDNF-pozitivni mešički vsebujejo v membrano vsajeni 
sinaptotagmin 4 (Syt4), ki sodeluje v transportu mešičkov in inhibira eksocitotsko 
izločanje BDNF (Dean in sod., 2009). Syt4 je sorodna molekula Syt1 in Syt2, ki sta 
senzorja za [Ca2+]i, a Syt4 sam verjetno nima te vloge in vpliva posredno na uravnavano 
eksocitozo astrocitnih mešičkov (Zhang in sod., 2004) ter tudi na fuzijsko poro (Wang in 
sod., 2001; Wang in sod., 2003; Pawlu in sod., 2004; Zhang in sod., 2010). Psihoaktivne 
snovi vplivajo na izražanje Syt4 v možganih (Denovan-Wright in sod., 1998; Peng in 
sod., 2002), kar nakazuje na potencialni vpliv psihoaktivnega ketamina na fuzijsko poro. 
Ketamin lahko zavre eksocitozo (Kitagawa in sod., 2003) tako, da vpliva na izražanje 
proteinov, ki so vpleteni v ekso- in endocitozo sinaptičnih mešičkov, kot so SNARE 
kompleksi, fuzijska ATP-aza NSF (angl. »N-ethylmaleimide-sensitive factor«), sinapsin-
1, sinaptotagmin-1, sintaksin-1A in sindapin-1 (Akinfiresoye in Tizabi, 2013; Muller in 
sod., 2013; Wesseling in sod., 2014). Ketamin tako posredno zmanjša število mešičkov, 
ki lahko preidejo v eksocitozo (Muller in sod., 2013) in vpliva na eksocitotsko izločanje 
prenašalcev. Eksocitoza je tudi odvisna od [Ca2+]i in anestetiki lahko motijo homeostazo 
[Ca2+]i v celicah (Yang in sod., 2008). Ketamin dokazano vpliva na [Ca
2+]i v možganih 
(Lisek in sod., 2015) in v astrocitih (Thrane in sod., 2012), kar je ključno za uravnavanje 
izločanja prenašalcev glije. Majhni odmerki ketamina (0,12 mg/g), ki niso vplivali na 
aktivnost nevronov, so zmanjšali od inozitol-1,4,5-trifosfata odvisne [Ca2+]i v astrocitih, 
kar kaže na dodaten, nenevronski mehanizem delovanja ketamina. Vse bolj očitno 
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postaja, da so celične tarče antidepresivov, poleg nevronov, tudi astrociti (Czeh in Di 
Benedetto, 2013; Etievant in sod., 2013), ki so lahko vpleteni tudi v antidepresivni učinek 
ketamina (Mitterauer, 2012). 
Ketamin je poznan predvsem kot antagonist ionotropnih glutamatnih NMDAR, ki so 
prepustni za Ca2+ (Pankratov in sod., 2009) in so lahko izraženi tudi v astrocitih (Lalo in 
sod., 2006; Lee in sod., 2010b). Vse več raziskav nakazuje na dodatne molekulske 
mehanizme delovanja ketamina poleg antagonizma NMDAR (Muller in sod., 2013). 
Ketamin inhibira plazmalemsko Ca2+-ATPazo, ki lahko v nadaljevanju vpliva na 
homeostazo Ca2+ (Boczek in sod., 2015). Nova odkrita tarča ketamina je tudi s 
hiperpolarizacijo aktivirani, od cikličnih nukleotidov odvisni kationski kanal (HCN, angl. 
»hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel«), ki je tudi vpleten v 
vedenjski učinek ketamina (Chen in sod., 2009). Dodatno, lahko kanal HCN vpliva na 
fuzijsko poro in eksocitozo (Calejo in sod., 2014). Delovanje kanala HCN je podvrženo 
uravnavanju s cikličnim adenozin monofosfatom (cAMP), ki aktivira kationski tok skozi 
ta kanal; slednji lahko vpliva na stabilnost fuzijske pore mešičkov (Calejo in sod., 2013; 
Calejo in sod., 2014). 
1.4.3 Kationi 
Citoplazemska stran lipidnega dvosloja plazmaleme vsebuje veliko fosfolipidov z 
negativnim nabojem, ki lahko elektrostatsko vplivajo na interakcije med biološkimi 
membranami, kot tudi na zlivanje membran (McLaughlin, 1989). Kationi kot so Ca2+, 
Mg2+, Mn2+, Zn2+, La3+, Sr3+ in H+ imajo fuzogene lastnosti, saj olajšajo zlivanje membran 
(Mondal Roy in Sarkar, 2011). Še posebej Ca2+ močno vpliva na zgradbo lipidnega 
dvosloja (Yang in sod., 2010). Dodatno lahko kationi vplivajo tudi na fuzijsko poro, saj 
elektrostatske interakcije vplivajo na sestavo membrane in tako na stabilnost diskretnih 
stanj fuzijske pore (Gucek in sod., 2015). Različne lokalne koncentracije kationov v 
neposredni bližini pripetega mešička naj bi pomešale lipidne dvosloje, kar vpliva na 
ukrivljenost membrane (Kabaso in sod., 2012). Hitre spremembe v koncentracijah 
kationov bi lahko povzročile izmenično odpiranje in zapiranje fuzijske pore (Kabaso in 
sod., 2012), kar so opazili pod vplivom signalne molekule cAMP, ki aktivira kationski 
tok skozi kanal HCN (Calejo in sod., 2013; Calejo in sod., 2014). 
1.4.4 Ciklični adenozin monofosfat (cAMP) 
cAMP je sekundarni prenašalec in aktivator protein-kinaz, ki lahko uravnava eksocitozo 
v sekrecijskih celicah (Seino in Shibasaki, 2005). Znotrajcelični cAMP na različne načine 
poveča eksocitotsko aktivnost in izločanje (Chavez-Noriega in Stevens, 1994; Renstrom 
in sod., 1997; Sikdar in sod., 1998; Takahashi in sod., 1999; Machado in sod., 2001; 
Carabelli in sod., 2003; Eliasson in sod., 2003; Braun in sod., 2004; Sedej in sod., 2005; 
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Tang in sod., 2005; Gonzalez-Iglesias in sod., 2006; Hatakeyama in sod., 2006; 
Hatakeyama in sod., 2007). cAMP lahko deluje neposredno na sekrecijski aparat (Sikdar 
in sod., 1990; Ammala in sod., 1993), poveča učinkovitost sidranja mešičkov na 
plazmalemo (angl. »docking«) (Fujita-Yoshigaki, 1998), poveča občutljivost sekrecijskih 
mešičkov za Ca2+ (Ammala in sod., 1993; Sakaba in Neher, 2001; Wan in sod., 2004) ali 
pa pospeši transport mešičkov (Hisatomi in sod., 1996). Dodatno lahko cAMP spodbuja 
medsebojno znotrajcelično zlivanje mešičkov (Cochilla in sod., 2000; Carabelli in sod., 
2003). Povečanje znotrajcelične koncentracije cAMP lahko sproži tudi celično 
diferenciacijo in poveča uravnavano eksocitozo v astrocitih (Shiga in sod., 2006; Paco in 
sod., 2009). Kljub temu so vplivi cAMP na eksocitotsko izločanje  prenašalcev glije v 
astrocitih razmeroma malo raziskani (Vardjan in Zorec, 2015). V celicah sredice 
nadobistnice povečana koncentracija znotrajceličnega cAMP pospeši razširjanje fuzijske 
pore zgolj v večjih mešičkih (Tang in sod., 2007), medtem, ko v laktotrofih podaljša 
obdobje ritmičnega odpiranja/zapiranja fuzijske pore zgolj v manjših mešičkih (Calejo in 
sod., 2013). Podrobni molekulski mehanizmi delovanja cAMP na kinetiko fuzijske pore 
v astrocitih še niso raziskani. 
1.4.5 Reverzibilna fuzijska pora 
V preteklosti so eksocitozo razumeli kot ireverzibilen proces med katerim se membrana 
mešička popolnoma zlije s plazmalemo. V nasprotju z uveljavljeno predstavo o 
eksocitozi, so leta 1984 opazili, da hitremu zlitju posameznega mešička s plazmalemo 
sledi hitra odcepitev istega mešička v citosol. S tem so odkrili t.i. prehodno zlivanje pri 
katerem nastane reverzibilna fuzijska pora, ki le začasno poveže svetlino mešička z 
zunajceličnino (Fernandez in sod., 1984). V naslednjih letih so izmerili tudi t.i. 
»utripanje« (angl. »flickering«) fuzijske pore med katerim se pora ponavljajoče odpira in 
zapira (Zhou in sod., 1996; Weise in sod., 2000; Henkel in sod., 2001a; Henkel in sod., 
2001b; Staal in sod., 2004; Thiel in sod., 2009; Bandmann in sod., 2011). Zanimivo je 
opazovanje, ki kaže, da se lahko fuzijska pora znatno razširi (tudi do 8 nanosiemensov) 
in kljub temu ponovno zapre (Spruce in sod., 1990). Tudi skozi ozko, prehodno fuzijsko 
poro se lahko sprostijo snovi z majhno molekulsko maso in njihova količina je 
sorazmerna z električno prevodnostjo fuzijske pore (Alvarez de Toledo in sod., 1993). 
Utripanje fuzijske pore se lahko začne z odpiranjem in konča z zapiranjem fuzijske pore, 
ki nakazuje na neuspešno eksocitotsko zlivanje mešička (Lollike in sod., 1998) ali 
obratno, se začne z zapiranjem in konča z odpiranjem fuzijske pore, ki nakazuje na 
neuspešno endocitotsko cepitev mešička (Henkel in sod., 2000). Natančen vpogled v 
kratkožive dogodke zlivanja in cepitve posameznih mešičkov je omogočil šele razvoj 
elektrofiziološke tehnike meritev membranske kapacitivnosti z visoko časovno in 
prostorsko ločljivostjo. 
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1.5 ELEKTROFIZIOLOŠKE MERITVE EKSO-/ENDOCITOZE 
Z visoko-ločljivostno elektrofiziološko metodo vpete napetosti krpice membrane (angl. 
»patch clamp«) lahko izmerimo interakcije posameznega mešička s plazmalemo kot 
diskretne skoke membranske kapacitivnosti (Cm), ki predstavljajo posamezne dogodke 
zlitja ali cepitve mešičkov od plazmaleme (Neher in Marty, 1982; Kreft in Zorec, 1997; 
Rituper in sod., 2013b). Na načelni ravni lahko električne lastnosti bioloških membran 
ponazorimo z električnim vezjem v katerem sta vzporedno vezana upornik in 
kondenzator. Lipidni dvosloj plazmaleme deluje kot kondenzator, katerega kapacitivnost 
je premo-sorazmerna s površino plazmaleme (Neher in Marty, 1982; Lollike in Lindau, 
1999). Z merjenjem Cm lahko opazujemo spremembe v površini plazmaleme, ki se 
spreminja zaradi ekso-/endocitoze mešičkov. Prehodna narava fuzijske pore otežuje 
opazovanje njene dinamike (Schmid in Frolov, 2011). Z izvedbo meritve v konfiguraciji 
pripete celice (angl. »cell-attached«) omejimo površino plazmaleme na majhno krpico in 
občutno povečamo ločljivost meritve (Neher in Sakmann, 1976; Neher in Marty, 1982; 
Lollike in sod., 1995), ki omogoča opazovanje zlivanja in cepitve posameznih mešičkov, 
kot tudi meritve dinamike utripanja fuzijske pore, česar ne omogoča nobena druga tehnika 
(Lindau, 1991).  
1.6 RAZISKOVALNI CILJI 
Čeprav sklopljena procesa ekso- in endocitoze potekata v vseh evkariontskih celicah in 
sta ključnega pomena za medcelično signalizacijo, je malo znanega o interakcijah 
posameznih mešičkov s plazmalemo v astrocitih in o signalnih poteh, ki te interakcije 
uravnavajo.  
Z namenom, da bi bolje razumeli mehanizme uravnavanja interakcij mešičkov s 
plazmalemo v astrocitih, smo zastavili naslednje cilje: 
 Opredeliti tipe elementarnih dogodkov ekso-/endocitoze, določiti verjetnost 
njihovega pojavljanja in določiti lastnosti fuzijske pore, ki nastane ob interakciji 
mešičkov s plazmalemo. 
 Ugotoviti vpliv ketamina na dogodke ekso/-endocitoze pred in po draženju 
astrocitov z ATP (ki izzove povečanje [Ca2+]i) ter ugotoviti vpliv sekundarnega 
prenašalca cAMP na dogodke ekso-/endocitoze in na fuzijsko poro ter le-te 
primerjati z učinki ketamina. 
 Ugotoviti vpletenost dinamina v uravnavanje dogodkov ekso-/endocitoze in 
fuzijske pore. 
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2 ZNANSTVENA DELA 
2.1 OBJAVLJENA ZNANSTVENA DELA 
2.1.1 Ketamin inhibira z ATP izzvano eksocitotsko izločanje možganskega 
nevrotrofičnega dejavnika iz mešičkov v podganjih astrocitih v kulturi 
 
Stenovec M., Lasic E., Bozic M., Bobnar S. T., Stout R. F. Jr., Grubisic V., 
Parpura V., Zorec R. 2016. Ketamine Inhibits ATP-Evoked Exocytotic 
Release of Brain-Derived Neurotrophic Factor from Vesicles in Cultured Rat 
Astrocytes. Molecular Neurobiology, 53, 10: 6882‒6896 
 
IZVLEČEK 
Astrociti v možganih komunicirajo s sosednjimi celicami z uravnavano eksocitozo 
prenašalcev glije, vključno z možganskim nevrotrofičnim dejavnikom (BDNF). 
Anestetik in antidepresiv ketamin vpliva na izražanje BDNF kot tudi na [Ca2+]i v 
astrocitih, njegov vpliv na izločanje BDNF iz astrocitov pa ni poznan. Raziskali smo vpliv 
ketamina na purinergično [Ca2+]i in eksocitotsko izločanje BDNF iz posameznih 
mešičkov v podganjih astrocitih v kulturi. Astrocite smo transfecirali s plazmidom, ki je 
kodiral zapis za BDNF-pHse (preproBDNF označen s mutiranim zelenim fluorescentnim 
proteinom, ki je občutljiv za pH (angl. »superecliptic pHluorin«)), ki omogoča meritve 
izločanja BDNF-pHse po odprtju fuzijske pore in nevtralizaciji pH v lumnu mešička. 
Interakcije posameznih mešičkov s plazmalemo smo izmerili z elektrofiziološko metodo 
vpete napetosti krpice membrane z visoko ločljivostjo. Opazovali smo [Ca2+]i z 
indikatorjem Fluo-4 in s konfokalno mikroskopijo, s katero smo opazovali tudi 
imunocitokemijsko označene BDNF-pHse-pozitivne mešičke. BDNF-pHse se je deloma 
lokaliziral v mešičke, ki so bili pozitivni za proteine SNARE, in sicer VAMP2, VAMP3 
in sinaptotagmin-4. Tretiranje astrocitov s ketaminom je zmanjšalo število z ATP 
izzvanih dogodkov zlitja/izločanja BDNF-pHse in frekvenco ATP izzvanih dogodkov 
polnega in prehodnega zlitja, kot tudi z ATP izzvano povečanje [Ca2+]i v astrocitih. 
Rezultati kažejo, da ketamin zavira z ATP izzvano zlivanje mešičkov in izločanje BDNF 
tako, da poveča verjetnost za nastanek ozke fuzijske pore in/ali zmanjša z ATP izzvano 
kalcijevo vzdražnost astrocitov.  
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2.1.2 Subanestetične koncentracije ketamina stabilizirajo ozko fuzijsko poro v 
utripajočem stanju v astrocitih 
 
Lasic E., Rituper B., Jorgacevski J., Kreft M., Stenovec M., Zorec R. 2016. 
Subanesthetic doses of ketamine stabilize the fusion pore in a narrow 
flickering state in astrocytes. Journal of Neurochemistry, 138, 6: 909‒917 
 
 
IZVLEČEK 
Ketamin je anestetik z analgetskimi, psihotomimetskimi in hitrimi antidepresivnimi 
učinki, ki so pomembni za nevrofarmakologijo. Ketamin vpliva tudi na [Ca2+]i in 
uravnavano eksocitozo v astrocitih. Z meritvami membranske kapacitivnosti v visoki 
ločljivosti smo zato raziskali interakcije posameznih mešičkov s plazmalemo pod 
vplivom ketamina v podganjih astrocitih v kulturi. Tretiranje astrocitov s ketaminom je 
izzvalo dolgotrajno utripanje (ponavljajoče odpiranje in zapiranje) fuzijske pore. 
Spremenjena aktivnost pore je bila odvisna od časa inkubacije in od koncentracije 
ketamina. Že akutna aplikacija in sub-anestetične koncentracije ketamina so izzvale 
znatno povečanje utripanja fuzijske pore z zmanjšano prevodnostjo, ki kaže na 
stabilizacijo fuzijske pore v ozki konfiguraciji. Časovno in koncentracijsko odvisno 
povečanje utripanja fuzijske pore mešičkov je močno koreliralo z zmanjšanjem dogodkov 
popolne endocitoze mešičkov. Učinek ketamina se je tako manifestiral kot povečano 
pojavljanje stabilne fuzijske pore, ki je onemogočala prehod v popolno cepitev mešičkov 
od plazmaleme in nakazuje na zaviralen vpliv ketamina na endocitozo in recikliranje 
mešičkov. Nov in nepoznan učinek ketamina na fuzijsko poro mešičkov lahko igra vlogo 
v astrocitnem sproščanju ali privzemanju molekul, ki modulirajo sinaptično aktivnost. 
 
 
 
 
 
 
Lasič E. Uravnavanje elementarnih dogodkov eksocitoze in endocitoze v astrocitih v kulturi. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
27 
 
 
Lasič E. Uravnavanje elementarnih dogodkov eksocitoze in endocitoze v astrocitih v kulturi. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
28 
 
 
Lasič E. Uravnavanje elementarnih dogodkov eksocitoze in endocitoze v astrocitih v kulturi. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
29 
 
 
Lasič E. Uravnavanje elementarnih dogodkov eksocitoze in endocitoze v astrocitih v kulturi. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
30 
 
 
Lasič E. Uravnavanje elementarnih dogodkov eksocitoze in endocitoze v astrocitih v kulturi. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
31 
 
 
Lasič E. Uravnavanje elementarnih dogodkov eksocitoze in endocitoze v astrocitih v kulturi. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
32 
 
 
Lasič E. Uravnavanje elementarnih dogodkov eksocitoze in endocitoze v astrocitih v kulturi. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
33 
 
 
Lasič E. Uravnavanje elementarnih dogodkov eksocitoze in endocitoze v astrocitih v kulturi. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
34 
 
 
Lasič E. Uravnavanje elementarnih dogodkov eksocitoze in endocitoze v astrocitih v kulturi. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
35 
 
 
 
 
Lasič E. Uravnavanje elementarnih dogodkov eksocitoze in endocitoze v astrocitih v kulturi. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
36 
 
2.1.3 Dinamin uravnava fuzijsko poro endo- in eksocitotskih mešičkov kot 
potrjujejo meritve membranske kapacitivnosti 
 
Lasic E., Stenovec M., Kreft M., Robinson P. J., Zorec R. 2017. Dynamin 
regulates the fusion pore of endo- and exocytotic vesicles as revealed by 
membrane capacitance measurements. Biochimica et biophysica acta, 1861, 
9: 2293‒2303 
 
IZVLEČEK 
Dinamin je GTPaza z mehanokemijskimi in katalitskimi lastnostmi, ki je udeležena pri 
endocitotski cepitvi mešičkov od plazmaleme. Novejši dokazi kažejo še na vlogo 
dinamina v eksocitotskem izločanju kateholaminov in podpirajo zamisel o obstoju od 
dinamina odvisne strukture, ki sklopi endocitozo z eksocitozo. Z uporabo visoko-
ločljivostne elektrofiziološke tehnike meritev membranske kapacitivnosti in 
mikroskopije s strukturirano osvetlitvijo smo raziskali vlogo dinamina v interakcijah 
posameznih mešičkov s plazmalemo v astrocitih, ki smo jih tretirali z različnimi 
farmakološkimi modulatorji aktivnosti dinamina. S fluorescentnimi dekstrani in z 
lipofilnim označevalcem DiD za označevanje plazmaleme smo opazovali privzem in 
porazdelitev mešičkov v peri-plazmalemskem prostoru in v citosolu celic. Inhibitorja 
dinamina Dynole™-34-2 in Dyngo™-4a sta preprečila internalizacijo mešičkov v citosol 
in zmanjšala prevodnost fuzijskih por mešičkov, ki so zapadle v stanje ponavljajočega 
odpiranja in zapiranja oz. utripanja. Aktivator dinamina Ryngo™-1-23 je spodbudil 
internalizacijo mešičkov in favoriziral zapiranje fuzijske pore tako, da je podaljšal čas 
zaprte in skrajšal čas odprte konfiguracije pore. Imunocitokemijsko barvanje je razkrilo 
privzem dekstranov v dinamin-pozitivne mešičke. Po inhibiciji dinamina smo ugotovili 
povečano kolokalizacijo fluorescence dekstranov in sinaptotagmin-4- in VAMP2-
pozitivnih mešičkov, ki kaže na podaljšano zadrževanje mešičkov na plazmalemi. Naše 
meritve neposredno dokazujejo vlogo dinamina v uravnavanju geometrije in kinetike 
fuzijske pore endo- in eksocitotskih mešičkov ter nakazujejo na obstoj skupnega, od 
dinamina odvisnega strukturnega intermediata mešičkov, fuzijske pore. 
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2.2 OSTALO POVEZOVALNO ZNANSTVENO DELO 
2.2.1 cAMP poveča eksocitotsko aktivnost mešičkov 
Dosedanje raziskave so pokazale, da povečana znotrajcelična koncentracija cAMP lahko 
poveča eksocitotsko aktivnost in izločanje živčnih prenašalcev ter kateholaminov (Sikdar 
in sod., 1990; Ammala in sod., 1993; Chavez-Noriega in Stevens, 1994; Hisatomi in sod., 
1996; Renstrom in sod., 1997; Sikdar in sod., 1998; Takahashi in sod., 1999; Machado in 
sod., 2001; Carabelli in sod., 2003; Eliasson in sod., 2003; Braun in sod., 2004; Sedej in 
sod., 2005; Seino in Shibasaki, 2005; Tang in sod., 2005; Gonzalez-Iglesias in sod., 2006; 
Hatakeyama in sod., 2006; Hatakeyama in sod., 2007). Kljub morebitni vpletenosti cAMP 
v uravnavanje sinaptične aktivnosti (Chavez-Noriega in Stevens, 1994; Machado in sod., 
2001), je njegov vpliv na eksocitotsko izločanje prenašalcev glije iz astrocitov le malo 
raziskan (Vardjan in Zorec, 2015).  
Rezultati nekaterih raziskav kažejo, da cAMP lahko poveča izločanje snovi zaradi 
popolnega zlivanja večjih mešičkov (Sikdar in sod., 1998; Cochilla in sod., 2000; 
Machado in sod., 2001; Carabelli in sod., 2003). Kljub temu ostaja nejasno ali je povečano 
izločanje v celoti posledica popolnega zlivanja večjih mešičkov ali tudi spremenjenih 
lastnosti fuzijske pore eksocitotskih mešičkov. Z namenom, da bi pojasnili vpliv cAMP 
na eksocitotsko aktivnost posameznih mešičkov in raziskali vpliv na lastnosti fuzijske 
pore, smo uporabljali elektrofiziološko metodo vpete napetosti krpice membrane v 
konfiguraciji pripete celice (Rituper in sod., 2013b) ter meritve opravili tako kot so 
opisane v prejšnjih objavah (Lasic in sod., 2016; Stenovec in sod., 2016; Lasic in sod., 
2017).  
Koncentracijo znotrajceličnega cAMP smo povečali z dodatkom cAMP-AM 
(acetoksimetilni ester adenozin-3',5'-cikličnega monofosfata; kat. št. A022, BIOLOG Life 
Science Institute) na celice. cAMP-AM kot permeabilni analog naravne molekule cAMP 
enostavno prehaja skozi plazmalemo zaradi acetoksimetilne skupine, ki maskira nabit 
polarni fosfat. Založno raztopino cAMP-AM (30 mM) smo pripravili v DMSO in do 
uporabe hranili zamrznjeno pri -80oC, na celice smo aplicirali cAMP-AM v končni 
koncentraciji 60 µM ali 0.2% DMSO. Z namenom, da bi preprečili biološko aktivacijo 
cAMP-AM s serumskimi esterazami v gojišču za astrocite (s sestavo: DMEM s 4500 mg/l 
D-glukoze, 10% serum govejega zarodka, 2 mM L-glutamin, 1 mM Na-piruvat in zmes 
antibiotikov penicilina (5 U/ml) in streptomicina (5 μg/ml)), smo kulturo astrocitov pred-
inkubirali 15 min v gojišču brez seruma. Krovna stekelca s celicami smo prenesli v 
merilno kamrico na mikroskopu, kjer smo celice oskrbeli z zunajcelično raztopino (s 
sestavo: 130 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM D-glukoza in 10 
mM HEPES/NaOH (pH 7.2)) v katero smo akutno dodali 60 µM cAMP-AM med izvedbo 
elektrofiziološke meritve. Naši rezultati kažejo, da cAMP vpliva na fuzijsko poro in 
velikost mešičkov, ki se zlivajo s plazmalemo. 
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2.2.1.1 Povečanje znotrajcelične koncentracije cAMP spremeni velikost mešičkov,       
ki vstopajo v interakcijo s plazmalemo 
Meritve membranske kapacitivnosti v astrocitih so razkrile različne tipe elementarnih 
dogodkov ekso-/endocitoze in nam omogočile izračunati velikost (premer) posameznih 
mešičkov, kakor je že bilo objavljeno (Lasic in sod., 2017). Povprečen premer mešičkov, 
ki so vstopili v prehodne interakcije s plazmalemo je bil značilno (p<0,001) manjši v 
celicah tretiranih s cAMP-AM (187±6 nm), kot v netretiranih celicah (233±10 nm) (Slika 
1A). Delež mešičkov, ki so bili večji od 1 fF je bil ustrezno manjši v tretiranih kot v 
netretiranih celicah (41% vs. 62%). Nasprotno je bil povprečen premer mešičkov, ki so 
se popolnoma zlili s plazmalemo značilno (p<0,01) večji v tretiranih celicah (419±36 nm) 
kot v netretiranih celicah (285±24 nm) (Slika 1B). Tudi delež mešičkov, ki so bili večji 
od 1 fF je bil večji v tretiranih kot v netretiranih celicah (85% vs. 70%). Ti rezultati kažejo 
na to, da se nekateri večji mešički, ki v kontrolnih razmerah ostajajo pritrjeni na 
plazmalemi (prehodne interakcije s plazmalemo, Slika 1A, desno zgoraj), popolnoma 
zlijejo s plazmalemo pod vplivom cAMP (Slika 1B, desno spodaj). V nasprotju s prej 
omenjenimi mešički, tretiranje celic s cAMP-AM ni vplivalo na velikost mešičkov, ki so 
se popolnoma odcepili od plazmaleme v citosol astrocitov. Povprečen premer teh 
mešičkov in relativni delež večjih mešičkov sta bila primerljiva v netretiranih in tretiranih 
celicah (204±14 vs. 192±8 nm in 33% vs. 42%) (Slika 1C). 
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Slika 1 Povečanje znotrajcelične koncentracije cAMP spodbudi popolno zlitje večjih mešičkov s 
plazmalemo astrocitov. A‒C) Elektrofiziološki posnetki imaginarne (Im) in realne (Re) komponente 
signala admitance ter pripadajoče sheme interakcij mešička s plazmalemo (levo). * označuje kalibracijski 
pulz. A) Velikost pripetih mešičkov na plazmalemi, ki se prehodno zlijejo/odcepijo, je manjša v tretiranih 
(cAMP-AM) kot v kontrolnih (kon) celicah (sredina). Frekvenčni porazdelitvi amplitud dogodkov (Cv) 
(desno) razkrivata večji delež večjih mešičkov v netretiranih celicah. B) Velikost eksocitotskih mešičkov, 
ki se popolnoma zlijejo s plazmalemo je večja v tretiranih celicah (sredina). Frekvenčni porazdelitvi 
(desno) razkrivata večji delež večjih mešičkov v tretiranih celicah. C) Velikost endocitotskih mešičkov, ki 
se popolnoma odcepijo od plazmaleme, je podobna v netretiranih in tretiranih celicah (sredina), prav tako 
sta podobni tudi obe frekvenčni porazdelitvi (desno). Izpisane vrednosti v grafih (%) poročajo delež 
mešičkov, ki so večji od 1 fF (črtkana črta predstavlja mejo). Številke v stolpcih prikazujejo število 
mešičkov (število celic: n=42 (kon), n=37 (cAMP-AM)). Stolpci kažejo povprečje±SEM, **p<0,01, 
***p<0,001 (Mann-Whitney-jev U-test). 
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Figure 1 Increased intracellular cAMP concentration favors full fusion of larger vesicles with the 
astrocyte plasmalemma. A‒C) Electrophysiological recordings of the imaginary (Im) and real part (Re) 
of the admittance signal and corresponding diagrams of vesicle interactions. * denote calibration pulses. A) 
The size of vesicles undergoing transient fusion/fission with the plasmalemma is smaller in cAMP-AM-
treated cells (middle). Frequency distributions of Cv (right) reveal a greater proportion of larger vesicles in 
controls than in cAMP-AM-treated cells. B) The size of exocytotic vesicles undergoing full fusion is larger 
in cAMP-AM-treated cells (middle). Frequency distributions (right) reveal a greater proportion of larger 
vesicles undergoing full fusion in cAMP-AM-treated cells. C) The size of endocytotic vesicles undergoing 
full fission from the plasmalemma is similar in untreated and cAMP-AM-treated cells (middle). Frequency 
distributions are also similar in untreated and cAMP-AM-treated cells (right). Values displayed in graphs 
(%) denote the proportion of vesicles larger than 1 fF (dotted line). Numbers in bars denote vesicle number 
(cell number: n=42 (con), n=37 (cAMP-AM)). Bars display mean±SEM, **p<0.01, ***p<0.001 (Mann-
Whitney U-test). 
 
2.2.1.2 Kinetika fuzijske pore je odvisna od cAMP 
Čas odprte fuzijske pore lahko vpliva na uspešnost eksocitotskega izločanja snovi iz 
mešičkov. Naše meritve kažejo, da tretiranje celic s cAMP-AM favorizira odprto stanje 
fuzijske pore. Čas odprte fuzijske pore med prehodnim zlitjem mešičkov s plazmalemo v 
netretiranih celicah je bil 0,404±0,087 s in cAMP-AM je značilno (p<0,001) podaljšal 
čas odprte pore na 1,03±0,167 s (Slika 2B). Čas zaprtega stanja fuzijske pore med 
prehodno odcepitvijo mešičkov je bil 0,673±0,161 s v netretiranih celicah in cAMP-AM 
je značilno (p<0,05) skrajšal čas zaprte pore na 0,341±0,079 s (Slika 2C). 
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Slika 2 Povečanje znotrajcelične koncentracije cAMP podaljša odprto stanje fuzijske pore. A) 
Elektrofiziološki posnetek imaginarne (Im) in realne (Re) komponente signala admitance, ki kaže daljši 
dogodek prehodnega zlitja ter krajši dogodek prehodne odcepitve v celici, tretirani s cAMP-AM. * 
prestavlja kalibracijski pulz. B) Čas trajanja odprte fuzijske pore med prehodnim zlitjem mešičkov je daljši 
v tretiranih (cAMP-AM) kot v kontrolnih celicah (kon). C) Čas trajanja zaprte fuzijske pore med prehodno 
odcepitvijo mešička je krajši v tretiranih celicah. Številke v stolpcih prikazujejo število prehodnih zlitij (B) 
in odcepitev mešičkov od plazmaleme (C). Stolpci kažejo povprečje±SEM, *p<0,05, ***p<0,001 (Mann-
Whitney-jev U-test). 
Figure 2 Increased intracellular cAMP concentration favors an open fusion pore state. A) An 
electrophysiological recording of the imaginary (Im) and real part (Re) of the admittance signal of a cAMP-
AM-treated astrocyte exhibiting a longer transient fusion dwell time and a shorter transient fission dwell 
time. * denotes a calibration pulse. B) The transient fusion dwell time of an open fusion pore state is 
increased in cAMP-AM-treated cells. C) The transient fission dwell time of a closed fusion pore state is 
decreased in cAMP-AM-treated cells. Numbers in bars denote the number of transient fusions (B) and 
fissions (C). Bars display mean±SEM, *p<0.05, ***p<0.001 (Mann-Whitney U-test).  
 
2.2.1.3 Povečanje znotrajcelične koncentracije cAMP poveča prevodnost fuzijske pore 
Prevodnost fuzijskih por mešičkov lahko izmerimo v primerih, ko so dogodki v Im 
preslikani v Re (Spruce in sod., 1990). Preslikava je posledica nastanka zelo ozke fuzijske 
pore, ki predstavlja dodaten zaporedni upornik v električnem analognem vezju merilnega 
sistema. Zaradi detekcijskih omejitev v našem merilnem sistemu (Jorgacevski in sod., 
2010), smo lahko izmerili fuzijske pore s prevodnostjo od 16,6 do 4201 pS oz. pore z 
ocenjenim premerom od 0,544 do 8,66 nm. Fuzijske pore s premerom večjim od 8,66 nm 
niso povzročile preslikav v Re in so bile zato nemerljive. V netretiranih celicah je bil 
delež preslikanih dogodkov 84%, medtem ko je bil v celicah tretiranih s cAMP-AM ta 
delež manjši: 66% (Slika 3C). Delež fuzijskih por s premerom širšim od 8,66 nm je tako 
znašal 16% v netretiranih celicah in 34% v tretiranih celicah. Tudi relativna prevodnost 
fuzijskih por je bila značilno večja (p<0,01) v tretiranih (81,8±3,71 pS/fF) kot v 
netretiranih celicah (72,6±3,44 pS/fF) (Slika 3D). 
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Slika 3 Povečanje znotrajcelične koncentracije cAMP poveča prevodnost fuzijske pore. A‒B) 
Elektrofiziološki posnetki imaginarne (Im) in realne (Re) komponente signala admitance. * predstavlja 
kalibracijski pulz. A) Dogodek v Im, ki je preslikan v Re v kontrolni celici (kon, levo) in nepreslikan 
dogodek v celici tretirani s cAMP-AM (cAMP, desno). B) Preslikani dogodek z manjšo relativno 
prevodnostjo pore (Gp) (38 pS / 1,4 fF = 27 pS/fF) v kontrolni celici (levo) ter preslikani dogodek z večjo 
relativno Gp (52 pS / 0,7 fF = 74 pS/fF) v celici tretirani s cAMP-AM (desno). Amplitude skokov v Im in 
Re omogočajo izračun kapacitivnosti mešička (Cv) in Gp (okvir). C) Relativni delež (%) nepreslikanih (bela 
barva) in preslikanih dogodkov v kontrolnih celicah (svetlo siva) in v celicah tretiranih s cAMP-AM (temno 
siva). Delež dogodkov preslikanih v Re je bil manjši po tretiranju, kar kaže na to, da je bil delež širših 
fuzijskih por večji v celicah, tretiranih s cAMP-AM. D) Relativna Gp je večja v celicah tretiranih s cAMP-
AM. Številke v stolpcih prikazujejo število celic (C) in preslikanih dogodkov (D). Stolpci kažejo 
povprečje±SEM, **p<0,01 (Mann-Whitney-jev U-test). 
Figure 3 Increased intracellular cAMP concentration increases fusion pore conductance. A‒B) 
Electrophysiological recordings of the imaginary (Im) and real part (Re) of the admittance signal. * denote 
calibration pulses. A) An event in Im that is projected to Re in a control cell (kon, left) and an unprojected 
event in a cAMP-AM-treated cell (cAMP, right). B) A projected event with a smaller relative fusion pore 
conductance (Gp) (38 pS / 1.4 fF = 27 pS/fF) in a control cell (left) and a projected event with a larger 
relative Gp (52 pS / 0.7 fF = 74 pS/fF) in a cAMP-AM-treated cell (right). The amplitudes of the events in 
Im and Re enable calculation of vesicle capacitance (Cv) and Gp (frame). C) The relative proportion (%) of 
unprojected (white) and projected events in controls (light gray) and cAMP-AM-treated cells (dark gray). 
After cAMP-AM treatment, a smaller proportion of events are projected to Re, indicating that a larger 
proportion of fusion pores are wider in cAMP-AM-treated cells. D) The relative Gp is larger in cAMP-AM-
treated cells. Numbers in bars denote number of cells (C) and projected events (D). Bars display 
mean±SEM, **p<0.01 (Mann-Whitney U-test). 
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3 RAZPRAVA IN SKLEPI 
3.1 RAZPRAVA 
3.1.1 Ketamin inhibira z ATP izzvano zlivanje mešičkov in izločanje BDNF 
Nekatere raziskave kažejo, da so astrociti vpleteni v nevropatofiziološke procese 
depresije in lahko pomenijo nove celične tarče za razvoj antidepresivov (Allaman in sod., 
2011; Martin in sod., 2013). Ketamin, anestetik in antidepresiv, uravnava izražanja BDNF 
v možganih (Autry in sod., 2011), medtem ko je njegov vpliv na izločanje BDNF iz 
astrocitov neraziskan. Astrociti izražajo BDNF na ravni mRNA in proteina (Zafra in sod., 
1992; Moretto in sod., 1994; Wu in sod., 2004; Toyomoto in sod., 2005; Jean in sod., 
2008; Allaman in sod., 2011), tako in vivo kot in vitro. Znotrajcelični transport in 
izločanje BDNF iz možganskih celic sta vpletena v antidepresivni učinek ketamina (Egan 
in sod., 2003; Liu in sod., 2012). Da bi bolje razumeli učinek ketamina na eksocitotsko 
izločanje BDNF, so Stenovec in sod. (2016) raziskali spontano in izzvano izločanje 
BDNF iz posameznih mešičkov ter [Ca2+]i pod vplivom ketamina v astrocitih. Celice v 
kulturi so transfecirali s plazmidom, ki je kodiral zapis za BDNF-pHse in opazovali 
mešičke, napolnjene z BDNF-pHse. Fluorescenca nekaterih BDNF-pHse-pozitivnih 
mešičkov je bila kolokalizirana s fluorescenco imunocitokemijsko označenega Syt4 
(28±3%), proteina, ki je vpleten v od proteinov SNARE in od Ca2+ odvisno eksocitozo. 
Ti mešički so najverjetnejši kandidati za vstop v uravnavano eksocitozo. S pomočjo 
konfokalnih mikroskopskih meritev so v nadaljevanju potrdili izločanje BDNF-pHse iz 
posameznih mešičkov v procesu od Ca2+ odvisne eksocitoze. Tako v netretiranih, 
kontrolnih celicah, kot v celicah tretiranih s ketaminom so opazili le malo dogodkov 
izločanja BDNF v spontanih razmerah. Po draženju celic s 100 µM ATP se je značilno 
(p<0,05) povečalo število dogodkov izzvanega izločanja BDNF iz netretiranih celic, ne 
pa tudi iz celic tretiranih s ketaminom. Ti rezultati kažejo, da ketamin inhibira z ATP 
izzvano izločanje BDNF iz astrocitnih mešičkov. Ugotovitev je skladna z zamislijo, po 
kateri ketamin vpliva na molekulski proteinski kompleks, ki je odgovoren za uspešno 
eksocitozo (Muller in sod., 2013). 
V nadaljevanju smo zato neposredno raziskali še vpliv ketamina na eksocitotsko aktivnost 
posameznih astrocitnih mešičkov. Z meritvami membranske kapacitivnosti v visoki 
ločljivosti (Stenovec in sod., 2016) smo opazovali interakcije posameznih mešičkov s 
plazmalemo in ugotovili, da ketamin zmanjša pojavljanje z ATP izzvanih dogodkov 
popolne in prehodne eksocitoze. Aplikacija ATP je značilno povečala pojavljanje 
prehodnih (p<0,001) in popolnih (p<0,05) zlitij mešičkov s plazmalemo le v netretiranih, 
kontrolnih celicah, ne pa tudi v celicah tretiranih s ketaminom. Ti rezultati kažejo, da 
ketamin zaviralno deluje na izzvano eksocitozo v astrocitih, morda na račun zmanjšanja 
[Ca2+]i, ki je občutljiva za delovanje anestetikov (Thrane in sod., 2012). S fluorescentnim 
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indikatorjem Fluo-4 so zato Stenovec in sod. (2016) raziskali še purinergično [Ca2+]i v 
astrocitih pod vplivom ketamina. Aplikacija ATP je značilno (p<0,001) povečala [Ca2+]i 
v netretiranih celicah in v celicah tretiranih s ketaminom, toda povečanje [Ca2+]i je bilo 
za ~70% manjše (p<0,001) v celicah tretiranih s ketaminom. Izrazita atenuacija z ATP 
izzvanih sprememb  [Ca2+]i  v astrocitih tretiranih s ketaminom lahko pojasni zmanjšanje 
števila dogodkov eksocitotskega izločanja BDNF in zmanjšano pojavljanje dogodkov 
popolnega in prehodnega eksocitotskega zlitja mešičkov s plazmalemo astrocitov. Naši 
rezultati pomembno prispevajo k poznavanju učinkov anestetika in antidepresiva 
ketamina v možganih, saj potrjujejo, da le-ta deluje tudi na celice glije in ne le na nevrone. 
Vse kaže, da je uravnavana eksocitoza prenašalcev glije v astrocitih pomemben tarčni 
proces za delovanje ketamina (Stenovec in sod., 2016).  
3.1.2 Različne interakcije astrocitnih mešičkov s plazmalemo so povezane z 
velikostjo mešička 
Z namenom, da bi natančno opredelili posamezne tipe mešičkov in elementarnih 
dogodkov ekso- in endocitoze v astrocitih, smo z elektrofiziološko metodo vpete 
napetosti krpice membrane opravili meritve membranske kapacitivnosti v konfiguraciji 
pripete celice z visoko ločljivostjo (Lasic in sod., 2016; Lasic in sod., 2017). Z meritvami 
smo razkrili ireverzibilne dogodke pri katerih se je diskretno povečala amplituda v Im in 
pomenijo popolno zlitje mešička s plazmalemo ter ireverzibilne dogodke pri katerih se je 
diskretno zmanjšala amplituda v Im in pomenijo popolno cepitev mešička od plazmaleme. 
Dogodek pri katerem se amplituda v Im ni spremenila v naslednjih 15 sekundah smo 
obravnavali kot ireverzibilen dogodek. Dodatno smo opazili še posamezne reverzibilne 
(prehodne) spremembe amplitude v Im, ki predstavljajo začasno odpiranje/zapiranje 
fuzijske pore, oz. t.i. prehodno zlitje ali prehodno cepitev. Dogodek smo obravnavali kot 
prehoden dogodek, če je diskretnemu povečanju/zmanjšanju amplitude v Im sledilo 
diskretno zmanjšanje/povečanje podobne amplitude v naslednjih 15 sekundah. Vsak 
prehodni dogodek po katerem se v naslednjih 15 sekundah ni pojavil podobni dodatni 
dogodek smo obravnavali kot osamljeni prehodni dogodek. Niz dveh ali več zaporednih 
prehodnih dogodkov smo obravnavali kot utripanje fuzijske pore (angl. »fusion pore 
flickering«) (Lasic in sod., 2016; Lasic in sod., 2017). S pomočjo amplitud diskretnih 
sprememb v Im (in Re) smo izračunali kapacitivnost mešičkov in ocenili njihov premer.  
Ugotovili smo, da je način interakcije posameznih mešičkov s plazmalemo povezan z 
njihovo velikostjo (Lasic in sod., 2017). Mešički, ki so se popolnoma zlili s plazmalemo 
so bili največji, njihov premer je bil 237±10 nm. Mešički, ki so se prehodno zlili ali 
odcepili od plazmaleme so bili manjši in podobnih velikosti, njihov premer je bil 202±8 
nm in 190±10 nm. Rezultat kaže na obstoj populacije mešičkov, ki so pripeti na 
plazmalemo in lahko enkrat odprejo (prehodno zlijejo) ali zaprejo (prehodno odcepijo) 
fuzijsko poro. Naslednjo populacijo mešičkov so sestavljali mešički z »utripajočo« 
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fuzijsko poro (Lasic in sod., 2017). Premer mešičkov, pri katerih se je utripajoča aktivnost 
začela s skokom navzgor, je bil 186±8 nm, medtem ko je bil premer mešičkov, pri katerih 
se je utripajoča aktivnost začela s skokom navzdol, 175±5 nm. Endocitotski mešički, ki 
so se popolnoma odcepili od plazmaleme so bili najmanjši, njihov premer je bil 171±2 
nm. Slednji mešički so imeli podobnen premer kot mešički, ki so kazali utripajočo 
aktivnost, in so verjetno pripadali isti velikostni populaciji mešičkov. Ta rezultat je 
skladen z ugotovitvijo po kateri utripanje fuzijske pore poteka na račun endocitotskih 
mešičkov, ki se jim ne uspe popolnoma odcepiti od plazmaleme (Lasic in sod., 2016; 
Lasic in sod., 2017). 
3.1.3 S ketaminom izzvano utripanje ozke fuzijske pore prepreči popolno 
odcepitev mešičkov od plazmaleme 
Utripanje fuzijske pore, ki je redek pojav v astrocitih v mirovanju, se je značilno 
(p<0,001) povečalo po tretiranju celic s ketaminom (Lasic in sod., 2016). Učinek 
ketamina je bil odvisen od koncentracije in od inkubacijske dobe. Že 30-minutna 
inkubacija celic z relativno nizko koncentracijo ketamina (0,025 in 0,25 µM) je nakazala 
na povečano pojavnost utripajoče aktivnosti, le-ta se je značilno (p<0,001) povečala po 
aplikaciji 2,5 in 25 µM ketamina na celice. Že akutna aplikacija ketamina (25 µM) je 
povzročila značilno (p<0,05) povečanje utripajoče aktivnosti, medtem ko so daljše 
inkubacije (30 min in 24 h) še dodatno (p<0,001) povečale utripajočo aktivnost. 
Tretiranje celic s ketaminom je povečalo delež celic z utripajočo aktivnostjo pore kot tudi 
pojavnost utripajoče aktivnosti na posamezni celici. Dodatno je ketamin značilno 
(p<0,05) zmanjšal prevodnost fuzijske pore med utripanjem. Učinek ketamina je bil 
takojšen in dolgotrajen, saj se je utripanje pojavilo po akutnem dodatku ketamina in po 
24-urnem tretiranju celic. Ketamin je dosegel plato učinka pri subanestetični 
koncentraciji, ~2,5 µM (Tassonyi in sod., 2002).  
Pojav utripanja pore najverjetneje predstavlja vmesno stanje (fuzijski membranski 
intermediat) prehodne fuzijske pore mešička, preden se le-ta popolnoma zlije ali odcepi 
od plazmaleme. Pogostost dogodkov popolne odcepitve mešičkov od plazmaleme 
(endocitoze) se je značilno (p<0,01, p<0,001) zmanjšala po tretiranju celic s ketaminom. 
Utripanje pore se je pogosto začelo z diskretnim zmanjšanjem membranske kapacitivnosti 
(s skokom navzdol), ki mu je sledilo več zaporednih in izmeničnih diskretnih skokov, 
indikativnih za neuspešno odcepljanje mešička od plazmaleme. Z namenom, da bi 
ugotovili, ali se povečano utripanje fuzijske pore dogaja na račun zmanjšanja dogodkov 
popolne odcepitve mešičkov od plazmaleme, smo ugotavljali korelacijo med pojavnostjo 
dogodkov utripanja pore in pojavnostjo dogodkov popolne odcepitve mešičkov od 
plazmaleme v različnih režimih tretiranja celic s ketaminom (različni inkubacijski časi in 
koncentracije ketamina) in ugotovili, da je bilo povečanje deleža dogodkov utripajoče 
aktivnosti dobro korelirano z zmanjšanjem deleža dogodkov popolne odcepitev mešičkov 
od plazmaleme (Pearsonov koeficient linearne regresije: R=0,93 in R=0,99). Na grafične 
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prikaze odnosa med relativnim deležem različnih dogodkov (popolno zlitje, popolna 
odcepitev in prehodno zlitje) in dogodkov utripajoče aktivnosti smo prilegli linearno 
funkcijo tipa: y = y0 + a×x, v kateri a ponazarja naklon linearne funkcije in x relativni 
delež dogodkov utripajoče aktivnosti. Nakloni funkcij prilagojenih na zvezo med deležem 
dogodkov popolne odcepitve mešičkov od plazmaleme in deležem dogodkov utripajoče 
aktivnosti so bili značilno različni (p<0,001; ANCOVA) od naklonov funkcij prilagojenih 
na zvezo med deležem dogodkov popolnega ali prehodega zlitja. Naši rezultati kažejo, da 
ketamin stabilizira fuzijsko poro v utripajočem stanju, ki prepeči popolno odcepitev 
mešička od plazmaleme. Meritve so prvi neposredni dokaz vpliva ketamina na lastnosti 
fuzijske pore v astrocitih (Lasic in sod., 2016).  
Čeprav so utripanje fuzijske pore opazili v različnih razmerah v različnih celicah (Lollike 
in sod., 1998; Henkel in sod., 2000; Thiel in sod., 2009; Jorgacevski in sod., 2010; 
Bandmann in sod., 2011; Calejo in sod., 2013), podrobni mehanizmi uravnavanja tega 
procesa še niso raziskani. Ponavljajoče odpiranje/zapiranje fuzijske pore lahko kaže na 
to, da je fuzijska pora pripetega mešička energijsko ugodna in stabilna struktura 
(Jorgacevski in sod., 2010), ki ne vodi nujno do nenadnega in popolnega zlitja ali 
odcepitve mešička od plazmaleme. Ketamin je permeabilna učinkovina, ki prehaja skozi 
celične membrane in se lahko kopiči v protonirani obliki (kot šibka baza) v mešičkih z 
zakisano svetlino (Lester in sod., 2015), kjer lahko zaradi potencialnih elektrostatskih 
interakcij vpliva na zlivanje mešičkov (Kabaso in sod., 2012). Elektrostatske interakcije 
lahko vplivajo na prehode med diskretnimi stanji fuzijske pore (Calejo in sod., 2012; 
Gucek in sod., 2015) in spodbujajo utripanje fuzijske pore (Kabaso in sod., 2012). 
Kationski tok, ki steče skozi NMDAR, molekulske tarče ketamina izražene v astrocitih 
(Lalo in sod., 2006; Lee in sod., 2010b) bi tako lahko vplival na lastnosti fuzijske pore. 
Ketamin inhibira tudi plazmalemsko Ca2+-ATPazo (Boczek in sod., 2015) in kanale HCN 
(Chen in sod., 2009), ki so potencialne terapevtske tarče za zdravljenje depresije (Shah, 
2012). Astrociti izražajo kanale HCN (Rusnakova in sod., 2013; Honsa in sod., 2014) in 
spremembe v koncentraciji kationov zaradi toka skozi kanale HCN lahko vplivajo na 
fuzijsko poro (Calejo in sod., 2014). Dodatno so pokazali, da cAMP, ki aktivira kanale 
HCN, lahko poveča utripanje fuzijske pore v laktotrofih (Calejo in sod., 2013).  
S ketaminom izzvano utripanje fuzijske pore najverjetneje odraža posamezne mešičke, ki 
se neuspešno poizkušajo odcepiti od plazmaleme. To, t.i. onemogočeno endocitozo (angl. 
»frustrated endocytosis«) so opazili tudi v drugih, neodvisnih raziskavah (Henkel in sod., 
2000; Thiel in sod., 2009). V moten potek endocitoze naj bi bil vpleten tudi dinamin in 
inhibitorji protein-kinaz, ki vplivajo na endo-/eksocitozo preko fosforilacije proteinov 
(Henkel in sod., 2000). S protein-kinazo C posredovana fosforilacija vpliva na fuzijsko 
poro (Scepek in sod., 1998) in ketamin je vpleten v inhibicijo protein-kinaze C (Tomioka 
in sod., 2009). Dodatno je antidepresivni učinek ketamina povezan s fosforilacijo protein-
kinaze C (Reus in sod., 2011) in aktivacijo z adenozin monofosfatom aktivirane protein-
kinaze (Xu in sod., 2013). Zato smo nadaljevali s proučevanjem vpliva aktivatorja 
protein-kinaz, cAMP, na fuzijsko poro. 
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3.1.4 cAMP poveča verjetnost za eksocitotsko izločanje 
Protein-kinaze lahko vplivajo na eksocitotsko aktivnost tako, da povečajo število 
mešičkov, ki so občutljivi za Ca2+ (Wan in sod., 2004). Pozitivni učinek cAMP na 
eksocitotsko aktivnost je povezan z aktivnostjo protein-kinaze A (Ammala in sod., 1993; 
Renstrom in sod., 1997; Carabelli in sod., 2003; Eliasson in sod., 2003; Sedej in sod., 
2005; Seino in Shibasaki, 2005; Hatakeyama in sod., 2006). Zanimivo je, da naj bi bilo 
tudi utripanje fuzijske pore odvisno od protein-kinaz (Henkel in sod., 2000) in od cAMP 
(Calejo in sod., 2013). Zaradi delovanja protein-kinaz na fuzijsko poro (Scepek in sod., 
1998) ter vpletenost protein-kinaz v delovanju ketamina (Tomioka in sod., 2009; Reus in 
sod., 2011; Xu in sod., 2013), smo raziskali vpliv cAMP na interakcije mešička s 
plazmalemo v astrocitih. 
Naši rezultati kažejo, da povečanje znotrajcelične koncentracije cAMP spodbudi 
verjetnost za izločanje snovi iz mešička, kar je skladno z ugotovitvijo, da cAMP poveča 
izločanje prolaktina (Calejo in sod., 2013). Podobno kot v omenjeni študiji (Calejo in 
sod., 2013), v kateri so pokazali, da cAMP ne vpliva na frekvenco popolnih zlitij 
mešičkov, tudi naši rezultati ne kažejo na spremembo frekvence popolnih zlitij mešičkov 
s plazmalemo zaradi tretiranja celic s cAMP-AM. Namesto tega, cAMP vpliva na fuzijsko 
poro, in sicer tako, da jo razširi in podaljša stanje odprte pore, tako v astrocitih (naši 
rezultati, Slika 2 in 3), kot v laktotrofih (Calejo in sod., 2013). Razmerje med 
prevodnostjo fuzijske pore in velikostjo mešička (Gp/Cv) predstavlja merilo za verjetnost 
učinkovite eksocitotske sekrecije (Calejo in sod., 2014) in naši rezultati kažejo, da cAMP 
poveča to razmerje. Skupaj s favorizirano konfiguracijo odprte fuzijske pore, bi cAMP 
lahko povečal verjetnost za izločanja snovi iz astrocitnih mešičkov. Po tretiranju 
laktotrofov s cAMP so opazili, da se samo manjši mešički prehodno zlivajo s plazmalemo 
(Calejo in sod., 2013). Tudi v astrocitih smo opazili, da se samo manjši mešički prehodno 
zlivajo s plazmalemo po tretiranju celic s cAMP-AM (Slika 1). Zdi se, da cAMP lahko 
spodbudi popolno zlivanje večjih mešičkov, medtem ko ostanejo manjši mešički pripeti 
na plazmalemo z ozko fuzijsko poro (prehodni dogodki). Po eni od razlag naj bi cAMP 
deloval specifično na velike mešičke in spodbudil njihovo popolno zlivanje (Tang in sod., 
2007). Z našimi meritvami smo pokazali, da cAMP spodbudi popolno eksocitozo večjih 
mešičkov ter razširi in podaljša čas odprtega stanja fuzijskih por. Naši rezultati tako 
prispevajo k boljšemu razumevanju s cAMP izzvanega izločanja kateholaminov, ki so ga 
opazili z amperometričnimi meritvami (Machado in sod., 2001; Tang in sod., 2005; Tang 
in sod., 2007). 
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3.1.5 Dinamin uravnava geometrijo in kinetiko fuzijske pore 
Amperometrične meritve izločanja kateholaminov iz posameznih mešičkov ne 
zagotavljajo neposrednega vpogleda v kinetiko in geometrijo fuzijske pore in zato ne 
zagotavljajo natančnega razumevanja vloge dinamina v eksocitotskem izločanju snovi iz 
celic. Z namenom, da bi neposredno raziskali vpliv dinamina na fuzijsko poro 
elementarnih dogodkov ekso-/endocitoze v astrocitih (Lasic in sod., 2017) smo uporabili 
elektrofiziološko metodo meritve membranske kapacitivnosti z visoko ločljivostjo in 
farmakološke modulatorje aktivnosti dinamina. Aktivator dinamina Ryngo je zmanjšal 
utripajočo aktivnost fuzijske pore, medtem ko sta inhibitorja dinamina Dyngo in Dynole 
značilno (p<0,01, p<0,001) povečala utripajočo aktivnost pore. Tako kot v prejšnji 
raziskavi (Lasic in sod., 2016), smo tudi tokrat ugotovili, da je frekvenca dogodkov 
utripanja fuzijske pore v spontanih razmerah relativno redek pojav: 0,06 ± 0,02 dogodkov 
utripanja/min (Lasic in sod., 2017). Povečana pojavnost interakcij mešičkov s 
plazmalemo (ponavljajoče se odpiranje/zapiranje fuzijske pore) po inhibiciji dinamina 
kaže na verjetnost podaljšanja stanja pripetosti mešičkov na plazmalemi. 
Z namenom, da bi pridobili dodaten vpogled v prisotnost mešičkov ob plazmalemi, smo 
v nadaljevanju uporabili fluorescentne dekstrane z različno molekulsko maso (10 kDa in 
500 kDa) s katerimi smo označili posamezne mešičke in opazovali njihovo internalizacijo 
v citosol z mikroskopijo SIM. Farmakološka inhibicija dinamina ni preprečila privzema 
dekstranov v mešičke, temveč internalizacijo mešičkov v citosol. Inhibitorja dinamina 
(Dynole in Dyngo) sta značilno (p<0,001 in p<0,05) zmanjšala število internaliziranih 
mešičkov v citosolu, medtem ko je aktivator dinamina (Ryngo) značilno (p<0,001) 
povečal število mešičkov v citosolu. Po drugi strani, so modulatorji dinamina povečali 
število mešičkov, ki so ostali ob plazmalemi. Inhibicija dinamina je značilno (p<0,001) 
povečala delež dekstran-pozitivnih mešičkov ob plazmalemi, ki je bil zelo majhen v 
kontrolnih razmerah. Rezultati optofizioloških meritev kažejo na povečano zadrževanje 
mešičkov ob plazmalemi po inhibiciji dinamina in so skladni z meritvami kapacitivnosti, 
ki kažejo povečano število interakcij mešičkov (utripajočo aktivnost fuzijske pore) s 
plazmalemo.  
Inhibitorja dinamina sta značilno (p<0,001) zmanjšala prevodnost fuzijskih por, le-te so 
imele ožje premere v primerjavi s kontrolami. Fluorescentni dekstrani se lahko 
privzamejo v endocitotske mešičke, ki nastanejo de novo z uvihanjem iz plazmaleme, kot 
tudi v mešičke, ki so prehodno povezani s plazmalemo z zadosti široko fuzijsko poro. 
Primerjali smo intenziteto fluorescence dekstranskih mešičkov na plazmalemi s 
fluorescenco mešičkov, ki so se internalizirali v citosol. Po inkubaciji celic z inhibitorji 
dinamina in 10 kDa dekstrani, so mešički ob plazmalemi kazali značilno (p<0,001) večjo 
intenziteto fluorescence v primerjavi z mešički v citosolu. Po inkubaciji celic s 500 kDa 
dekstrani so vsi mešički kazali podobno intenziteto fluorescence. Z inhibitorji dinamina 
izzvano utripanje fuzijske pore je verjetno omogočilo dodatni privzem manjših, 10 kDa 
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dekstranov v mešičke ob plazmalemi zaradi podaljšanja trajanja povezave med svetlino 
mešička in zunajceličnim prostorom. Večji, 500 kDa dekstrani so bili preveliki za 
privzem skozi ozke fuzijske pore in so se verjetno privzeli le zaradi de novo nastanka 
endocitotskih mešičkov.  
V nadaljevanju smo izmerili tudi čas trajanja (angl. »dwell time«) odprte ali zaprte 
konfiguracije fuzijske pore pod vplivom modulatorjev dinamina. Aktivator dinamina 
Ryngo je značilno (p<0,001) skrajšal čas odprte fuzijske pore med prehodnim zlitjem 
mešička s plazmalemo in podaljšal čas zaprte fuzijske pore med prehodno odcepitvijo 
mešička. Skladno z biokemijsko vlogo aktivacije oligomerizacije dinamina (Gu in sod., 
2014), je Ryngo favoriziral zaprto stanje fuzijske pore.  
Z namenom, da bi imunocitokemijsko okarakterizirali astrocitne mešičke, ki so privzeli 
fluorescentne dekstrane, smo le-te označili s protitelesi proti dinaminu, Syt4 in VAMP2 
ter kvantificirali kolokalizacijo fluorescence med dekstrani in izbranimi imuno-
fluorescentnimi markerji mešičkov. Znatna kolokalizacija fluorescence (58±10%) med 
dekstrani in imunofluorescentnim dinaminom je kazala na učinkovit privzem dekstranov 
v dinamin-pozitivne mešičke. Aktivator dinamina Ryngo je značilno (p<0,05) zmanjšal 
kolokalizacijo fluorescence, morda zato, ker je favoriziral zapiranje fuzijske pore 
mešičkov preden je lahko potekel privzem dekstranov v mešičke. Nato smo ugotavljali 
kolokalizacijo fluorescence dekstranov s Syt4 in VAMP2, ki sta markerja eksocitotskih 
mešičkov v astrocitih (Parpura in sod., 1995; Maienschein in sod., 1999; Singh in sod., 
2014). V kontrolnih razmerah in po tretiranju celic z modulatorjem Ryngo so bili 
dekstranski mešički le malo kolokalizirani s Syt4 ali VAMP2 in značilno (p<0,01 in 
p<0,001) bolj kolokalizirani z dinaminom. Vendar po tretiranju celic z inhibitorjema 
Dyngo in Dynole se je značilno (p<0,001) povečala kolokalizacija fluorescence 
dekstranov s Syt4 in VAMP2. Po inhibiciji dinamina ni bilo razlik v kolokalizaciji 
fluorescence dekstranov z dinaminom in kolokalizaciji fluorescence dekstranov s 
Syt4/VAMP2, kar kaže na podoben privzem dekstranov v endocitotske mešičke označene 
z dinaminom in v eksocitotske mešičke označene s Syt4/VAMP2. Naši rezultati kažejo, 
da se v kontrolnih razmerah fluorescentni dekstrani učinkoviteje privzemajo v 
endocitotske mešičke pozitivne za dinamin in manj v eksocitotske mešičke pozitivne za 
Syt4/VAMP2. Manjši privzem dekstranov v eksocitotske mešičke je lahko posledica 
kratkotrajnejše izpostavljenosti lumna mešičkov zunajceličnemu prostoru zaradi 
prehodnega zlitja mešičkov s plazmalemo. Po inhibiciji dinamina se eksocitotski mešički 
ne odcepijo v citosol, temveč ostanejo povezani s plazmalemo, kar lahko poveča privzem 
dekstranov skozi poro.  
S farmakološkimi modulatorji aktivnosti dinamina smo pokazali, da dinamin uravnava 
geometrijo in kinetiko fuzijske pore endocitotskih in eksocitotskih mešičkov astrocitov. 
Inhibicija dinamina je zožila fuzijsko poro ter povzročila njeno utripanje. Utripanje pore 
naj bi odražalo t.i. »neuspešno endocitozo« (Henkel in sod., 2000), ki je lahko posledica 
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nepopolnega zapiranja fuzijske pore in odcepitve mešička od plazmaleme. To 
interpretacijo podpirajo tudi naši rezultati (Lasic in sod., 2016; Lasic in sod., 2017). 
Pokazali smo, da inhibicija dinamina povzroči utripajoče spremembe membranske 
kapacitivnosti, ki so verjetno posledica prehodnih sprememb v širini endocitotske fisijske 
pore (Eliasson in sod., 1996). Dinamin, skupaj z lipidno membrano, domnevno uravnava 
vrat mešička (Bashkirov in sod., 2008). Kompleks dinamina morda uravnava geometrijo 
fuzijske pore tako, da preprečuje njeno intrinzično kinetiko (Trouillon in Ewing, 2013), 
ki se odraža s fluktuacijami lipidne membrane; le–te smo v naših meritvah opazili kot 
številne, ponavljajoče in hitre spremembe membranske kapacitivnosti oz. utripanje pore. 
Oporno, spiralno dinaminsko ogrodje naj bi stabiliziralo fuzijsko poro, ki bi drugače 
oscilirala v odsotnosti dinamina. Prejšnje raziskave so posredno nakazale, da dinamin 
lahko prispeva k razširjanju in stabilizaciji fuzijske pore med endocitozo (Trouillon in 
Ewing, 2013; Jackson in sod., 2015). Naši rezultati neposredno potrjujejo, da dinamin 
razširi in stabilizira fuzijsko poro, saj so inhibitorji dinamina zmanjšali prevodnost in 
povečali utripanje fuzijske pore.  
Čeprav so v številnih raziskavah pokazali, da inhibitorja aktivnosti dinamina Dyngo-4a 
(Howes in sod., 2010; Harper in sod., 2011; Krzyzaniak in sod., 2013; Park in sod., 2013; 
Rituper in sod., 2013a; Sadowski in sod., 2013; Jean-Alphonse in sod., 2014; Olofsson in 
sod., 2014; Azizi in sod., 2015; Gormal in sod., 2015; Hetzenecker in sod., 2016) in 
Dynole-34-2 (Hill in sod., 2009; Smith in Chircop, 2012; Krzyzaniak in sod., 2013; 
Sadowski in sod., 2013; Smith in sod., 2013; Kettle in sod., 2015) zmanjšata endocitotsko 
internalizacijo, smo v naši raziskavi dodatno pokazali, da inhibitorja ne zmanjšata 
privzema dekstranov v mešičke, temveč preprečita internalizacijo mešičkov v citosol in 
podaljšata čas zadrževanja mešičkov na plazmalemi. Zdi se, da fuzijska pora teh 
mešičkov preide v stanje utripanja, med katerim lahko mešički privzamejo dodatne 
dekstrane. Naši rezultati so skladni s pogledom po katerem mešički ohranjajo obliko Ω 
na plazmalemi po inhibiciji dinamina (Fulop in sod., 2008). Dodatno smo razkrili 
dinamiko fuzijske pore pripetih mešičkov, ki lahko privzamejo snovi (npr. dekstrane) iz 
zunajceličnega okolja, če je njihov premer manjši od širine (premera) fuzijskih por. 
Čeprav smo obravnavali endocitotski privzem, isto velja za eksocitotsko izločanje. Tako 
bi lahko naši rezultati utripajoče fuzijske pore pojasnili nasprotujoče ugotovite različnih 
skupin, ki so pokazale bodisi zmanjšano (Samasilp in sod., 2012; Trouillon in Ewing, 
2013; Samasilp in sod., 2014; Jackson in sod., 2015) bodisi povečano (Graham in sod., 
2002; Tsuboi in sod., 2004; Gonzalez-Jamett in sod., 2010; Gonzalez-Jamett in sod., 
2013) izločanje snovi iz mešičkov po inhibiciji dinamina. V odvisnosti od premera 
fuzijske pore ter difuzibilne substance (npr. živčnega prenašalca) lahko utripanje fuzijske 
pore, izzvano z inhibicijo dinamina, olajša ali ovira privzem ali izločanje snovi iz 
mešičkov. 
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Aktivacija dinamina je spodbudila zapiranje fuzijske pore in preprečila dodatni privzem 
dekstranov v mešičke, medtem ko je inhibicija dinamina podaljšala zadrževanje mešičkov 
na plazmalemi, s katero so bili povezani preko utripajoče fuzijske pore. Naši rezultati 
kažejo, da je dinamin vpleten v zlivanje Syt4- in VAMP2-pozitivnih eksocitotskih 
mešičkov, ki izločajo prenašalce glije. Mešički, ki se zlijejo s plazmalemo lahko ohranijo 
svojo obliko (Aravanis in sod., 2003; Taraska in sod., 2003) in se nato odcepijo v citosol 
v odvisnosti od dinamina (Holroyd in sod., 2002; Tsuboi in sod., 2004; Harata in sod., 
2006). Mutante dinamina (K44E in K535A) podaljšajo čas, ko so mešički pripeti na 
plazmalemi (Tsuboi in sod., 2004). Čeprav so sklepali, da GTPazna aktivnost dinamina 
favorizira zapiranje fuzijske pore (Gonzalez-Jamett in sod., 2013), smo šele sedaj 
neposredno potrdili, da aktivacija dinamina favorizira zapiranje fuzijske pore tako, da 
zmanjša čas odprtega stanja pore mešičkov, ki se prehodno zlijejo s plazmalemo (Lasic 
in sod., 2017).  
Poznavanje uravnavanja dinamike fuzijske pore je fiziološko pomembno (Smith in sod., 
2008; Chan in sod., 2010), saj je sklopljeno s ponovnim pridobivanjem sekrecijskih 
mešičkov, ki omogočajo kontinuirano izločanje živčnih prenašalcev ter vzdržujejo 
sinaptično aktivnost (Ryan, 2003). Naši rezultati kažejo na vpletenost dinamina v 
uravnavanju fuzijske pore eksocitotskih in endocitotskih mešičkov (Lasic in sod., 2017). 
Dinamin omogoča zapiranje fuzijske pore mešičkov ter njihovo odcepitev od plazmaleme 
v citosol. Po inhibiciji dinamina, mešički ostanejo povezani s plazmalemo z ožjimi 
fuzijskimi porami, ki preidejo v stanje utripanja. Vpletenost dinamina v uravnavanje 
kinetike in geometrije fuzijskih por razkriva potencialno podcenjeno vlogo dinamina v 
uravnavanju eksocitoze.  
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3.2 SKLEPI 
V naši raziskavi smo proučevali mehanizme uravnavanja interakcij posameznih mešičkov 
s plazmalemo v astrocitih. Specifično smo raziskali elementarne dogodke ekso- in 
endocitoze ter ugotavljali lastnosti fuzijske pore mešičkov pod vplivom različnih, 
permeabilnih farmakoloških učinkovin: ketamina, analoga cAMP (cAMP-AM) ter 
modulatorjev aktivnosti dinamina (Dyngo-4a, Dynole-34-2 in Ryngo-1-23).  
Rezultate doktorske disertacije lahko strnemo v naslednje ugotovitve: 
 V podganjih astrocitih v kulturi potekajo različni tipi elementarnih dogodkov ekso- 
in endocitoze in astrocitne mešičke lahko uredimo po velikosti (od največjih do 
najmanjših) glede na tip interakcije s plazmalemo:  
popolno zlitje > prehodno zlitje > prehodna odcepitev > utripanje fuzijske pore > 
popolna odcepitev. 
 Ketamin inhibira z ATP izzvano prehodno in popolno zlivanje mešičkov, zmanjša 
z ATP izzvano mobilizacijo Ca2+ in inhibira z ATP izzvano sekrecijo BDNF iz 
astrocitov (Stenovec in sod., 2016). 
 Ketamin izzove utripanje fuzijske pore, ki kaže zmanjšano prevodnost (oz. premer). 
Učinek ketamina doseže plato pri subanestetični koncentraciji (2,5 µM) in je 
takojšen ter dolgotrajen. 
 S ketaminom izzvana utripajoča aktivnost fuzijske pore poteče na račun neuspešnih 
odcepitev mešičkov od plazmaleme. 
 Inhibicija dinamina poveča število mešičkov ob plazmalemi kot tudi utripajočo 
aktivnost fuzijske pore, ki kaže zmanjšano prevodnost. 
 Aktivacija dinamina zmanjša utripajočo aktivnost fuzijske pore, favorizira zaprto 
stanje fuzijske pore in poveča internalizacijo mešičkov v citosol. 
 Dinamin uravnava fuzijsko poro VAMP2- in Syt4-pozitivnih eksocitotskih 
mešičkov. 
 cAMP uravnava fuzijsko poro astrocitnih mešičkov drugače kot ketamin in 
dinamin, saj poveča verjetnost za izločanje snovi iz mešičkov tako, da spodbudi 
popolno zlitje večjih mešičkov s plazmalemo, podaljša čas odprtega stanja fuzijske 
pore in poveča njeno prevodnost. 
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4 POVZETEK (SUMMARY) 
4.1 POVZETEK 
Astrociti so aktivni partnerji v tripartitni sinapsi, ki komunicirajo s sosednjimi celicami 
preko ekso-/endocitoze mešičkov ter tako igrajo pomembno vlogo v uravnavanju prenosa 
informacij ter sinaptični plastičnosti v živčnem sistemu (Santello in sod., 2012; De Pitta 
in sod., 2016; Zorec in sod., 2016). Interakcije mešičkov s plazmalemo astrocitov imajo 
ključno vlogo pri izločanju prenašalcev glije. Z elektrofiziološko metodo vpete napetosti 
membrane celice z visoko prostorsko in časovno ločljivostjo smo zato raziskali 
mehanizme ekso- in endocitoze ter uravnavanje fuzijske pore v astrocitih. V konfiguraciji 
pripete celice smo izmerili posamezne dogodke ekso- in endocitoze ter ocenili geometrijo 
in kinetiko posameznih fuzijskih por. S super-ločljivostno mikroskopijo SIM smo 
okarakterizirali fluorescentno označene mešičke in raziskali njihovo porazdelitev v 
celicah. Za boljše razumevanje molekulskih mehanizmov uravnavanja interakcij 
mešičkov s plazmalemo, smo uporabili različne permeabilne farmakološke učinkovine: 
anestetik in antidepresiv ketamin, analog sekundarnega prenašalca in aktivatorja protein-
kinaz cAMP (cAMP-AM) ter modulatorje aktivnosti dinamina (Dyngo-4a, Dynole-34-2 
in Ryngo-1-23).  
V podganjih astrocitih v kulturi smo ugotovili povezavo med tipom interakcije 
posameznih mešičkov s plazmalemo in njihovo velikostjo. Mešički, ki so se popolnoma 
zlili s plazmalemo so bili večji od mešičkov, ki so se prehodno zlili s plazmalemo ali 
vzpostavili utripajočo fuzijsko poro. Mešički, ki so se popolnoma odcepili od plazmaleme 
so bili najmanjši (Lasic in sod., 2017). 
Ketamin je lipofilen anestetik s hitrim in dolgotrajnim antidepresivnim delovanjem, ki je 
verjetno odvisno od hitre sinteze BDNF v možganskih celicah. Astrociti skladiščijo 
BDNF v sekrecijskih mešičkih in ga izločajo z uravnavano eksocitozo. Z ATP izzvano 
povečanje [Ca2+]i je sprožilo eksocitotsko izločanje BDNF iz astrocitov (Stenovec in sod., 
2016). V doktorski disertaciji smo nadalje pokazali, da aplikacija ATP poveča frekvenco 
prehodnih in popolnih zlitij astrocitnih mešičkov s plazmalemo (Stenovec in sod., 2016), 
medtem ko ketamin inhibira z ATP izzvano prehodno in popolno zlitje mešičkov, kar je 
skladno z ugotovitvijo, da ketamin zmanjša z ATP izzvano povečanje [Ca2+]i in zavira 
izločanje BDNF (Stenovec in sod., 2016).  
Ketamin dodatno vpliva tudi na dinamiko fuzijske pore, saj izzove njeno utripanje. 
Učinek je takojšen in dolgotrajen ter doseže plato pri subanestetični koncentraciji 
ketamina (2,5 µM) (Lasic in sod., 2016). Učinek ketamina na fuzijsko poro morda lahko 
igra vlogo tudi v njegovem antidepresivnemu delovanju, saj ketamin kot antidepresiv 
deluje hitro in dolgotrajno po enkratni aplikaciji majhnega (subanestetičnega) odmerka. 
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Ketamin zmanjša prevodnost (oz. premer) fuzijske pore (Lasic in sod., 2016), kar dodatno 
pojasnjuje njegov zaviralni vpliv na eksocitotsko izločanje BDNF (Stenovec in sod., 
2016). Ketamin vpliva tudi na endocitozo, saj s ketaminom izzvano utripanje 
najverjetneje poteče na račun neuspešnih endocitotskih odcepitev mešičkov od 
plazmaleme (Lasic in sod., 2016).  
Z uporabo permeabilnih farmakoloških modulatorjev aktivnosti dinamina smo nadalje 
raziskali vlogo dinamina v uravnavanju fuzijske pore in endo-/eksocitoze v astrocitih. 
Aktivator dinamina Ryngo je zmanjšal utripajočo aktivnost fuzijske pore, favoriziral 
zaprto stanje pore in povečal endocitotsko internalizacijo mešičkov v citosol, medtem ko 
sta inhibitorja dinamina Dynole in Dyngo povečala utripajočo aktivnost fuzijske pore in 
število mešičkov ob plazmalemi. Podobno kot ketamin, sta inhibitorja dinamina izzvala 
utripanje fuzijske pore in zmanjšala prevodnost pore (Lasic in sod., 2017). Dodatno smo 
ugotovili, da dinamin uravnava tudi zlivanje VAMP2- in Syt4-pozitivnih eksocitotskih 
mešičkov (Lasic in sod., 2017). Pomembne nove ugotovite o vlogi dinamina v 
uravnavanju kinetike in geometrije fuzijske pore endo- in eksocitotskih mešičkov kažejo, 
da je bila dosedanja vlogo dinamina v procesu eksocitoze podcenjena.  
Nazadnje smo proučili še vpliv sekundarnega prenašalca cAMP na interakcije astrocitnih 
mešičkov s plazmalemo. Povečana znotrajcelična koncentracija cAMP je izzvala 
drugačne učinke kot aplikacija ketamina in modulatorjev aktivnosti dinamina na celice. 
cAMP ne vpliva na endocitozo, temveč poveča prevodnost fuzijske pore, favorizira 
odprto stanje pore in spodbudi popolno zlitje večjih mešičkov s plazmalemo. cAMP tako 
potencialno poveča verjetnost za eksocitotsko izločanje prenašalcev glije. 
Uravnavanje interakcij mešičkov s plazmalemo je ključnega pomena za uspešno 
medcelično komunikacijo v živčnem sistemu. Rezultati našega dela so prispevali k 
boljšemu razumevanju procesov ekso- in endocitoze v astrocitih. Z ugotovljenimi vplivi 
izbranih farmakoloških učinkovin na geometrijo in kinetiko fuzijske pore med ekso-
/endocitozo posameznih mešičkov smo dobili nov vpogled v mehanizme uravnavanega 
izločanja/privzemanja prenašalcev glije, ki lahko modulirajo sinaptično aktivnost.  
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4.2 SUMMARY 
Astrocytes are active partners of the tripartite synapse and exhibit vesicle-based 
communication with neighboring cells, thus playing an important role in information 
processing and synaptic plasticity in the nervous system (Santello in sod., 2012; De Pitta 
in sod., 2016; Zorec in sod., 2016). Vesicle interactions with the astrocyte plasmalemma 
play a crucial role in gliotransmission. We therefore used the high-resolution 
electrophysiological patch-clamp technique to investigate the mechanisms of exo-
/endocytosis as well as vesicle fusion pore regulation in astrocytes. In the cell-attached 
recording configuration, we measured unitary events of exo- and endocytosis and 
estimated the geometry as well as kinetics of individual fusion pores. Super-resolution 
SIM microscopy was employed to structurally and functionally characterize fluorescently 
labeled vesicles and examine their subcellular distribution. For a better understanding of 
the molecular mechanisms that govern vesicle interactions with the plasmalemma, we 
used different cell-permeant pharmacological agents: the anesthetic and antidepressant 
ketamine, an analogue of the secondary messenger and protein kinase activator cAMP 
(cAMP-AM), and the dynamin modulators Dyngo-4a, Dynole-34-2, and Ryngo-1-23. 
In cultured rat astrocytes we observed a relationship between the type of vesicle 
interaction with the plasmalemma and vesicle size. Vesicles that underwent full fusion 
were larger than vesicles that underwent transient fusion or fusion pore flickering. 
Vesicles that underwent full fission exhibited the smallest diameters (Lasic in sod., 2017).  
Ketamine is a lipophilic anesthetic with rapid and long-lasting antidepressant effects that 
likely depend upon rapid BDNF synthesis in brain cells. Astrocytes store BDNF in 
secretory vesicles and release it by regulated exocytosis. ATP-evoked increases in 
cytosolic calcium activity trigger exocytotic BDNF secretion from astrocytes (Stenovec 
in sod., 2016). In this doctoral dissertation, we have further demonstrated that ATP 
increases the frequency of transient and full vesicle fusions (Stenovec in sod., 2016), 
whereas ketamine inhibits ATP-evoked transient and full vesicle fusions, consistent with 
the finding that ketamine decreases ATP-evoked cytosolic calcium activity and BDNF 
secretion (Stenovec in sod., 2016).  
Ketamine further affects fusion pore dynamics by causing fusion pore flickering. This 
effect is fast, long-lasting, and reaches a plateau already at a subanesthetic dose (2.5 µM) 
(Lasic in sod., 2016), and could thus possibly play a role in ketamine's antidepressant 
action that also develops rapidly and lasts for prolonged periods of time after 
administration of a single small (subanesthetic) dose. Ketamine also decreases fusion pore 
conductance (diameter) (Lasic in sod., 2016), which could further explain its inhibitory 
effect on exocytotic BDNF secretion (Stenovec in sod., 2016). Ketamine additionally 
affects endocytosis, as ketamine-evoked fusion pore flickering is most likely due to 
unsuccessful endocytotic vesicle fission from the plasmalemma (Lasic in sod., 2016). 
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Next we used cell-permeant pharmacological modulators of dynamin activity to examine 
the role of dynamin in the regulation of fusion pore activity and exo-/endocytosis in 
astrocytes. The dynamin activator Ryngo decreased fusion pore flickering, favored a 
closed fusion pore state, and increased endocytotic vesicle internalization, whereas the 
inhibitors Dynole and Dyngo increased fusion pore flickering as well as the number of 
vesicles next to the plasmalemma. Similar to ketamine, both dynamin inhibitors increased 
fusion pore flickering and decreased pore conductance (Lasic in sod., 2017). Another 
important finding was that dynamin also regulated fusion of exocytotic VAMP2- and 
Syt4-positive vesicles (Lasic in sod., 2017). We conclude that dynamin regulates the 
kinetics and geometry of the vesicle fusion pore in astrocytes. The crucial involvement 
of dynamin in the regulation of fusion pore kinetics and geometry of both endo- and 
exocytotic vesicles indicates an, until now, underestimated role of dynamin in the 
mechanisms of exocytosis.  
Last, we studied the effect of the secondary messenger cAMP on vesicle interactions with 
the plasmalemma. Increasing intracellular cAMP concentrations exhibited a different 
effect on the fusion pore than ketamine and dynamin modulators. cAMP had no apparent 
effect on endocytosis, but rather increased fusion pore conductance, favored an open 
fusion pore state, and evoked full fusion of larger vesicles. cAMP may thus increase the 
probability of gliotransmitter secretion.  
Regulation of vesicle interactions with the plasmalemma is crucial for successful 
gliotransmission in the nervous system. The results of our work have contributed to a 
better understanding of exo- and endocytosis in astrocytes. The observed 
pharmacological effects on the geometry and kinetics of the fusion pore during vesicle 
fusion/retrieval provide novel insights into release and (re)uptake of gliosignaling 
molecules that likely modulate synaptic activity. 
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